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圧の低下に伴い空気中の含まれる酸素濃度も低下する。海抜 0 m における酸素濃度を

















管収縮反応 (Hypoxic vasoconstriction; HPV)がある。HPV は肺胞気酸素分圧 (PaO2)
が低下した肺胞に隣接する細動脈の血管平滑筋が収縮することで起こる。例えば、
12.5 %酸素分圧の気体をヒトが吸入すると動脈血酸素分圧が 50 mmHg 程度に低下し、
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てきた。その最たるものが低酸素応答転写因子 (Hypoxia inducible factor; HIF)である。 
3. 低酸素応答転写因子 (Hypoxia inducible factor; HIF) 
 HIF 発見のきっかけは、造血促進因子であるエリスロポエチン (Erythropoietin; 
Epo)のエンハンサー解析である。1991 年、Semenza らは貧血患者の血中や低酸素組織
で Epo レベルが上昇するメカニズムとして、Epo 遺伝子下流領域に存在する低酸素応
答エレメント  (Hypoxia response element; HRE)が重要であることを見出した 
(Semenza et al. 1991)。HIF-1 は、HRE に対し低酸素誘導性に結合する核タンパク質
として同定された (Semenza et al. 1992)。その後、HIF-1 は HIF-1αサブユニットと
aryl hydrocarbon nuclear translocator  (Arnt; HIF-1βサブユニット)から構成される
二量体転写因子であり、basic helix-loop-helix (bHLH) - Per-Arnt-Sim (PAS)構造を持
つこと、また、HIF-1 の DNA 結合活性と HIF-1αタンパク質は低酸素によって迅速に
誘導されることなどが次々と明らかになった (Wang et al. 1995; Wang et al. 1993)。
以降、HIF-1 の標的遺伝子の同定と共にその詳細な機能が明らかとなり、HIF-1 は造血
のみならず、代謝調節、細胞死制御、血管新生、細胞遊走など極めて多様な生理応答に
関わる遺伝子を制御することが分った。代表的な HIF 標的遺伝子を Table1 に示す。こ
れらの他、HIF は推定 100 以上の遺伝子を制御していると考えられている。標的遺伝
子の同定と併せ、発生や腫瘍をはじめとする様々な病態と低酸素との関連性を繋ぐメカ
ニズムも徐々に明らかになり、現在では低酸素応答研究の中心的存在となっている。そ
の後の解析により、HIF-1αと Arnt 二量体の形成および DNA (HRE 配列)への結合には
HIF-1αサブユニットの N 末端側に存在する bHLH-PAS ドメインが必須であり、転写
活性化には N 末端側転写活性化ドメイン  (N-terminal transactivation domain; 
NTAD)と C 末端側転写活性化ドメイン (C-terminus transactivation domain; CTAD)
が重要であることが明らかとなった (Jiang et al. 1997)。特に CTAD は、コアクチベー
ターである CBP/p300 が相互作用するドメインであり、HIF-1 が有する強力な転写活
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性に重要である (Lando et al. 2002) (Fig.2)。 




ること、このユビキチン化には HIF-1αの 2 つのプロリン残基の水酸化が重要であると
いう報告により明らかとなった (Ivan et al. 2001; Jaakkola et al. 2001; Masson et al. 
2001)。すなわち、十分な酸素存在下では HIF-1αサブユニットは mRNA から翻訳後、
速やかに水酸化修飾を受けて分解されている (Epstein et al. 2001) (Fig.3)。この水酸化
修飾は、水酸化酵素 prolyl hydoroxylases (PHDs)によるものである。PHDs は、HIF-1α
の oxygen dependent degradation (ODD)ドメイン内のコア配列 (LXXLAP)を認識し、
2‐オキソグルタル酸と酸素分子を基質として 2 つのプロリン残基を水酸化する。ヒト
HIF-1αにおいては、アミノ酸 402 番目と 564 番目のプロリン残基が水酸化修飾を受け
る。水酸化されたプロリン残基は、ユビキチン化酵素を含む von Hipple-Lindau (VHL)
複合体の標的となり、ユビキチン修飾を受け、その後 26S プロテアソームで分解され
る (Epstein et al. 2001)。通常酸素下ではこのような分解反応が迅速に行われており、
HIF-1αサブユニットの半減期は 5 分未満に抑えられている (Salceda et al. 1997)。一
方、低酸素下では水酸化反応の基質となる酸素が不足し、PHDs の活性が低下する。そ
の結果、HIF-1αタンパクは安定化する。そして、HIF-1αは Arnt と二量体を形成し、
HRE に結合して転写を活性化する (Wenger et al. 2005; Manalo et al. 2005)。また、
HIF-1 αはもう一つの水酸化酵素 Factor of inhibiting HIF (FIH)によって転写活性化
能も調節されている。通常酸素下において、FIH は HIF-1αサブユニットの CTAD に
存在する特定のアスパラギン残基を水酸化する。この水酸化反応も 2‐オキソグルタル
酸と酸素を基質とする。FIH によってアスパラギン残基が水酸化されると、CTAD に
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対するCBP/p300の相互作用が阻害され、HIF-1の転写活性能が抑制される (Mahon et 




NO や TCA サイクルにおける代謝中間体生成物の影響を受けること、新規コアクチベ
ーターが報告され、実際には多くの分子が複雑に絡み合って HIF の活性を制御してい
ることが示唆されている。 
5. HIF ファミリー 
 1995 年に HIF-1αが発見されて以降次々と異なるアイソフォームが同定され、現在で
は HIF-1α、HIF-2α、HIF-3αの 3 つのアイソフォームが確認されている (Wang et al. 







搬に関わる心臓や肺で高く発現している。また、in vitro で HIF-1αよりも高い酸素濃
度で安定化することや、HIF-2α特異的な標的遺伝子が存在することが知られている。
このように HIF-1αと HIF-2αは類似した構造をしているが、機能は完全に重複せず、
それぞれ独自の機能を持つと考えられている。両者は共通の HRE 配列 A/GCGTG に結
合して転写活性化能を示す。標的遺伝子に対する特異性がどのように制御されているの
か、明確な答えは得られていない。 
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HIF-1αと HIF-3αはヒト、マウス共に 55 %のアミノ酸配列同一性を示す。しかし、
HIF-3αは CTAD を欠損している。従って、その転写活性化能は他の HIF-αと比較して
低く、レポーターアッセイの結果から明らかにされているようにHIF-1αおよびHIF-2α




6. HIF-3αおよび HIF-3αスプライスバリアント 
 HIF-3αは 1998 年、HIF のαサブユニットの第 3 のメンバーとして同定された (Gu et 
al. 1998)。その後ヒトでは少なくとも 8 つのスプライスバリアントがあり (Maynard et 
al. 2003; Pasanen et al. 2010)、マウスにおいては HIF-3α、inhibitory PAS domain 
protein (IPAS) (Makino et al. 2001)、neonatal and embryonic PAS (NEPAS) 
(Yamashita et al. 2008)の 3 つのスプライスバリアントが報告された (Fig.2)。ヒト
HIF-3α1 とマウス HIF-3α、ヒト HIF-3α2 と NEPAS、ヒト HIF-3α4 と IPAS がそれ
ぞれ対応しており、in vitro の解析によりこれらのバリアントは HIF-1α、HIF-2αの転
写活性能を抑制的に制御する因子として働くことが報告されている (Fig.4A)。 
前述の通り HIF-3αは Arnt と二量体を形成するが、転写活性化ドメインを一つしか
有しておらず HIF-1αおよび HIF-2αと比較すると転写活性能が低い転写因子である。
そのため、HIF-3α存在下において HIF-3αは他のαサブユニットと Arnt との結合を競









構造上、HIF-3αと NEPAS (HIF-3α2)は第 1 エキソンのみが異なっている。従って、
後述するように発現様式に違いがあるものの、HIF-3αと NEPAS (HIF-3α2)の基本的
な作用は類似していると考えられている。一方、IPAS は NTAD と CTAD を持たない
短いバリアントである。また、IPAS は PAS ドメインの構造が他と異なり、Arnt では
なく HIF-1αおよび HIF-2αとヘテロ二量体を形成することから、非機能的な複合体を
形成して HRE 領域への結合を阻害する (Fig.4C)。IPAS mRNA の発現は低酸素応答性
に上昇するため、低酸素応答においてネガティブフィードバック作用を有することが報





である角膜における IPAS の発現は、血管内皮増殖因子 (Vascular endothelial growth 
factor)と逆相関していた。この結果は、IPAS が強力な血管新生抑制因子であることを
示唆しており、無血管組織の維持に関与していることが示唆されている (Makino et al. 
2001)。NEPAS はその名の通り、胎生期と新生児期にのみ発現し、特に肺と心臓で強
く発現している (Yamashita et al. 2008)。当研究室では以前、HIF-3α遺伝子の第 2 エ
キソンに Green fluorescent protein (GFP)遺伝子とネオマイシン耐性遺伝子を挿入し、
HIF-3α遺伝子を機能的に破壊した HIF-3α knockout (KO)マウスを作製した 
(Yamashita et al. 2008) (Fig.5A)。HIF-3α遺伝子の第 2 エキソンは Arnt との二量体形
成と DNA 結合に必須である bHLH-PAS ドメインをコードする領域であるため、
HIF-3α KO マウスでは機能的な HIF-3αは産生されない。その代り、内在性の HIF-3α
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プロモーター活性に准じて GFP が転写されるため、GFP の発現によって内在性の





肺血管内皮細胞における NEPAS による HIF 標的遺伝子の発現抑制作用の重要性を挙
げている。NEPAS は肺胞のリモデリングが最も盛んになる胎生期および新生児期に発
現し、肺血管内皮細胞において血管収縮因子 Endothelin-1 (ET-1)の発現を抑制してい
ることを明らかにした (Yamashita et al. 2008)。すなわち、山下らは HIF-3α KO マウ




(Huang et al. 2013)。以上の報告は、HIF を介した低酸素応答ではその活性の絶妙なバ
ランス調節が重要であること、また、肺において HIF-3αが重要な機能を有しているこ
とを示唆している。HIF-3αの発現は NEPAS と入れ替わるように成体期から発現し始




いる。従って、成体で発現する HIF-3αは NEPAS と異なる独自の機能を持つ可能性が
ある。しかし、HIF-3αの生物学的意義や機能は未だ明らかでない。そこで本研究では、
肺における HIF-3αの機能解明を目的とした。 
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HIF-3α KO マウスの HIF-3α遺伝子座第 2 エキソンには GFP が挿入されている。従
って、GFP の発現を解析することによって HIF-3αの発現を観察できる。新生児期の肺
の連続切片の免疫染色の結果より、GFP シグナルは血管内皮マーカーである CD31 陽
性細胞およびⅡ型肺胞上皮細胞マーカーである SP-D 陽性細胞と共局在していた 
(Yamashita et al. 2008)。胎生期から新生児期ではNEPASが発現することを考えると、
前述の GFP シグナルは NEPAS であると考えられる。同様に成体期のマウスの肺の連
続切片を作製し、それぞれの抗体で免疫染色した結果では、GFP シグナルと CD31 お
よび平滑筋細胞マーカーであるα-smooth muscle actin (α-SMA)の共局在が見られた 
(Fig.5C)。従って成体マウス肺における HIF-3α発現細胞は、血管内皮細胞と平滑筋細
胞であることが示唆された。HIF-3αの機能を詳細に解析するため、本研究では血管内























Table 1. 代表的なHIF標的遺伝子 
代表的なHIF標的遺伝子の一部をその機能ごとに分類した (Wenger et al. 2005改)。HIFは、少
なくとも100を超える遺伝子を制御していると言われている。ヒト臍帯内皮細胞 (HUVEC)のマイク
ロアレイ解析の結果では、低酸素刺激により245遺伝子が、HIF-1αを過剰発現させたことにより
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Glucose transporter-1 (Glut-1) 
GAPDH 


































































































      写活性の二つの側面から抑制されている。 
B) 低酸素下では二つの水酸化酵素活性が低下し、HIF-αサブユニットは分解を免れてArntと二 
      量体を形成し、標的遺伝子のHypoxic response element配列(HRE配列)に結合し、転写を 




















































Figure 4. HIF-3αバリアントによるHIF転写活性の抑制制御 
A) HIF-1α/Arnt (HIF-1)の転写活性化能を1とすると、HIF-3およびNEPAS/Arntは1/10程度の転 
      写活性化能しか持たない。 
B)  競合阻害モデル 
   HIF-3αはHIF-1αやHIF-2αと競合し、Arntを奪う。HIF-3の転写活性化能はHIF-1およびHIF-2 
   と比べて低く、 HIF-3α存在下では結果的に転写活性が抑制される。 
C)  IPASによる転写阻害機構 
      IPAS遺伝子の上流にはHRE配列が存在し、低酸素下においてHIF-1あるいはHIF-2によって 
      mRNA発現が誘導される。IPASはDNA結合に必要なPASドメインを欠失しているため、IPAS   




HIF-1β  +  HIFα    =    HIF     transcription 
 HIF-1α       HIF-1              1 
 HIF-2α       HIF-2              1 
  
 HIF-3α       HIF-3            1/10 
 NEPAS        HIF-3NEPAS      1/10 




Figure 5. HIF-3α/NEPASノックアウト（KO）マウスの解析 
A) HIF-3α/NEPAS KOマウスのHIF-3α遺伝子座の模式図 
   HIF-3α遺伝子第2エキソンは二量体形成とDNA結合に必須であるPASドメインをコードする。   
   GFPとネオマイシン耐性遺伝子をその第2エキソンに遺伝子挿入し、機能を破壊した。HIF-3α/ 
   NEPAS KOマウスは見かけ上の異常は見られず生存・繁殖可能であった。HIF-3α/NEPAS KO 
      マウスは、GFPを指標としてHIF-3αの発現を検出することが可能である(Yamashita et al. 2008)。 
B)  マウス肺の組織解析 
   野生型 (WT)マウスおよびHIF-3α/NEPAS KOマウスの肺の凍結切片を作成し、ヘマトキシリン・ 
   エオシン染色（左図）および内皮マーカーCD31で免疫染色した（右図）。HIF-3α/NEPAS KOマウ 
      スの肺胞の一部に、異常な血管リモデリングが観察された (Yamashita et al. 2008)。 
C)  成体マウス肺におけるGFP染色 
      WTマウスおよびHIF-3α/NEPAS KOマウスの肺を摘出し、作成された連続切片を使用して抗GF 
   P抗体、抗CD31抗体、抗α-smooth muscle actin (α-SMA)抗体で免疫染色した。GFPシグナル 






KO GFP Neo 
ex1a ex1b *ex2 ex3 ex4a ex4 
新生児期 
+/+                       -/- 
成体期 
+/+                       -/- 
Scale bar : 50µm 
H&E CD31 
Scale bar : 100µm 
GFP CD31 
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19 年法人規程第 38 号）の承認を得て行った。HIF-3αノックアウト (KO)マウスは以下
の手順で作製された (Yamashita, et al. 2008)。Hif-3α遺伝子座の第 2 エキソンに、
neomycin 耐性遺伝子および Green Fluorescent protein (GFP)を挿入したターゲティ
ングベクターを作製し、エレクトロポレーション法により 129/SV マウス由来 E14 マウ
ス ES 細胞に遺伝子導入した。その後、ES 細胞を G418 (Invitorogen, Carlsbad, CA)
存在下で培養し、neomycin 耐性クローンを選抜した。選抜した組み換え ES 細胞を
C57BL/6J 由来胚盤胞に注入してキメラ胚を作製し、偽妊娠マウスの子宮に移植した。
生育したキメラマウスを C57BL/6J マウスと交配し、その子孫の遺伝子座は
Genotyping PCR 法により決定した。トゥクリップ法に従い、生後 1 週間前後の児マウ
スの指を 1~2 mm 程度切りナンバリングした。採取したサンプルに Lysis buffer [50 
mM Tris (Nacalai tesque, Kyoto, Japan)-HCI (Nacalai tesque) pH 7.5, 100 mM NaCl 
(Nacalai tesque), 20mM EDTA (Dojindo, Kumamoto, Japan), 1 % SDS (Nacalai 
tesque), 150µg/ml Proteinase K (Wako, Osaka, Japan)]を加え、55℃ 1~2 時間インキ
ュベートした。その後、フェノール／クロロホルムを添加し、15000 rpm 20 ℃ 15 分
間遠心分離し、DNA を含む水層画分を新しいチューブに移した。得られた水層画分に
対し、等量のイソプロパノールを加え、混和後、15000 rpm 20 ℃ 15 分間遠心分離し、
沈殿物を得た。沈殿物に 80 %エタノールを加えて撹拌し、さらに 15000 rpm 4 ℃ 10
分間遠心分離した。上澄を完全に除去し、5 分間の風乾を経て沈殿物を TE buffer (10 
mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA)に溶解した。得られたゲノム DNA を鋳型とし、下
記のプライマーセットにより HIF-3αの遺伝型を決定した。PCR の方法は後述する。 
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HIF-3α   sense 5’- TGCCATTTCCTTCCCACAGGTCGAACACCG -3’ 
antisense 5’- CTTGGATTTGGGTTCAATCAATCTCCAGTATGGC -3’ 
 GFP       sense 5’- CTGAAGTTCATCTGCACCACC -3’  
antisense 5’- GAAGTTGTACTCCAGCTTGTGC -3’ 
 
2. 肺由来血管内皮細胞の単離 
 野生型マウス由来内皮細胞 (WT EC)および HIF-3αノックアウトマウス由来血管内
皮細胞 (HIF-3α KO EC)は、以下に示すプロトコールで樹立した。HIF-3α KO マウス
と温度感受性 SV40 large T 抗原遺伝子導入マウス (Yanai et al. 1991)を交配させ、温
度感受性 SV40 large T 抗原導入 HIF-3α KO マウスを得た。10 週齢の温度感受性 SV40 
large T 抗原遺伝子導入マウスおよび温度感受性 SV40 large T 抗原導入 HIF-3α KO マ
ウスの肺を摘出し、Phosphate Buffered Saline (PBS)溶液で洗浄した後、手術用ハサ
ミを用い、できる限り細かく刻んだ。その後、0.1 % Collagenase (Collagenase L、Nitta 
gelatin, Osaka, Japan)/PBS 溶液下において 37 ℃、1 時間反応させた。組織片をより
細かくするため、18G 針を装着させたシリンジに細胞懸濁液を数回通し、21G 針に交
換してさらに細かくした。細胞懸濁液中の細胞塊は 100 µm pore size のセルストレイナ
ー (Falcon®, Corning, Tewksbury, MA)でろ過することによって除去した。細胞懸濁液に、
抗マウス CD31-PE 抗体 (BD Biosciences, East Rutherford, NJ)および抗 CD45-APC
抗体 (BD Biosciences)を加えて氷上にて 30 分間反応させた後、FACSVantage SE (BD 
Bioscience)を用いて以下の通りに血管内皮細胞画分を分取した。すなわち野生型マウス
肺からは、CD45 陰性/CD31 陽性細胞を HIF-3α野生型血管内皮細胞 (WT EC)として
分取し、HIF-3α KO マウス肺からは CD45 陰性/CD31 陽性/GFP 陽性細胞集団を
HIF-3α KO EC として分取し、次項に示す方法で維持培養を行った。その後、分取し
た細胞集団が内皮細胞であることを確かめるために、培養上清に Dil 標識アセチルアセ
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チル化 LDL (Dil-Ac-Low-density lipoprotein)(Molecular Probes; Life technologies, 




  3-1. 肺由来血管内皮細胞 
WT EC および HIF-3α KO EC は、下記に示す HAVA 培地 (Ohneda et al. 1998)
にて維持培養を行い、培養環境は 33 ℃、20 % O2、5 % CO2とした。ウシ胎児血清 
(FBS)は 56 ℃で 30 分間熱処理し、非働化処理した後使用した。 
HAVA 培地 
Dulbecco's Modified Eagle Medium high glucose (DMEM-H) (Invitrogen) 
1 mM NEAA (Invitrogen) 
10 % FBS (Cell Culture Bioscience; NICHIREI BIOSCIENCES, Tokyo, Japan) 
0.2 mM L-glutamine (Invitrogen) 
0.1 % 2-Mercaptethanol (SIGMA, St. Louis, MO) 
100U/ml penicillin-100µg/ml streptomycin (Invitrogen) 
 
各細胞は 25cm2 flask (SUMILON, Tokyo)にて維持し、80~90 %のサブコンフルエン
トになった時点で継代をおこなった。PBS で洗浄後、0.05 % trypsin-EDTA 
(Invitrogen)を 2~3 分間、37 ℃で反応させて細胞を剥がした。血球計算盤を用いて
セルカウント後、1000 rpm 10 ℃ 5 分間遠心し、上清を除去して PBS で 5 X 106 
cells/ml になるよう再懸濁した（細胞懸濁液）。新しい 25cm2 flask に適当量の HAVA
培地を入れ、2 X 105個分の細胞懸濁液を加えて継代した。 
 3-2. SV40 large T 抗原導入ヒト胎児由来腎臓上皮（HEK293T） 
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  HEK293T 細胞は、遺伝子導入効率の高い細胞として広く知られる細胞である。
HEK293T 細胞の培養には、基礎培地 DMEM-H に 10 %FBS (Cell Culture 
Bioscience)、2 mM L-glutamine および 100U/ml penicillin-100µg/ml streptomycin
を添加した培地を用いた。細胞継代は 80 %コンフルエントの状態で行い、PBS で洗
浄後、0.05 % trypsin-EDTA (Invitrogen)を 2~3 分間、37 ℃で反応させて細胞を剥
がした。血球計算盤を用いてセルカウント後、1000 rpm 10 ℃ 5 分間遠心し、上清
を除去して PBS で 5 X 106 cells/ml になるよう再懸濁した（細胞懸濁液）。25cm2 flask
に適当量の HAVA 培地を入れ、2~5 X 105個分の細胞懸濁液を加えて継代した。 
 
4. 遺伝子導入実験 
 4-1. レトロウイルスベクターを用いた安定的 HIF-3α発現細胞の作製 
  HIF-3αを恒常的に発現させるため、レトロウイルス遺伝子発現システムを用いた。
Murine stem cell virus (MSCV) pGK puro プラスミドベクターに、マウス
HIF-3α cDNA を組み込み、MSCV pGK puro-HIF-3α発現ベクターを作製した。ま
ず、パッケージング細胞である Phoenix Eco に MSCVpGKpuro-HIF-3α発現ベクタ
ーをトランスフェクションした。トランスフェクション試薬には FuGene6 (Roche)
を使用した。トランスフェクションされた Phoenix Eco 細胞は、増殖と共に組み換
えウイルスを産生する。ウイルスを含むその培養上清を回収し、フィルトレーション
した後ウイルス産生細胞である PT67 に添加し、感染させた。トランスフェクション
効率を上げるためポリブレイン (SIGMA)を 1 µg/ ml 添加した。安定的に増殖し始め
た時点で 10 µg/ml puromycin (SIGMA)を添加して薬剤選抜を行い、生存・増殖した
PT67 の培養上清を再度ウイルス液として回収した。フィルトレーション後、ポリブ
レインと共に HIF-3α KO EC に添加した。別途、未処理の HIF-3α KO EC が完全に
死滅する puromycin の濃度 (20µg/ml)を決定し、同濃度で薬剤選抜を行った。生存・
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HEK293T を 24 穴プレート (SUMILON)に 2 X 104/well の細胞数で播種し、24~36 時
間後にトランスフェクションを実施した。トランスフェクション試薬は Lipofectamine® 
LTX Reagent with PLUS™ Reagent (Life technologies)あるいは Lipofectamine®  
3000 (Life technologies)を使用した。 
 
5. 遺伝子発現解析 
5-1. マウス肺由来血管内皮細胞の全 RNA の抽出 
 細胞を 35 mm dish (SUMILON)に播種し、80 %サブコンフルエントの状態まで培
養した後、マルチガスインキュベーターにて低酸素条件下 (1 % O2)または通常酸素
条件下 (20 % O2)で 4 時間培養した。培養後、PBS (1ml)で dish を洗浄し、500 µl
の Sepazol-RNAⅠSuper G (Nacalai tesque)を加え、細胞を溶解・回収した。細胞溶
解液に 1/5倍量のクロロホルム (Nacalai tesque)を加えてボルテックスにて激しく撹拌
した。15000 rpm 4 ℃ 15 分間遠心分離し、水層画分を新しいチューブに移した。得
られた水層画分に対し、0.9 倍量のイソプロパノールを加え、よく混和した。室温に
5 分間静置後、15000 rpm 4 ℃ 15 分間遠心分離し、沈殿物を得た。沈殿物に 80 %
エタノールを 200 µl 加え撹拌し、15000 rpm 4 ℃ 10 分間遠心分離した。上澄を完
全に除去し、5 分間の風乾を経て再度 200 µl の Sepazol-RNAⅠSuper G を加え、同
様の手順で精製を行った。二度目の風乾後、沈殿物 (RNA)を 10 µl の RNase free 
Diethylpyrocarbonate (DEPC)処理水で溶解した。RNA の定量には、NanoDrop 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を用いた。 
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5-2. 逆転写 PCR 法（RT-PCR） 
 cDNA 合成は、RT-PCR kit  ReverTra-Plus-TM (TOYOBO, Osaka, Japan)に添付
されている ReverTra Ace®を用いて行った。Total RNA 1.5~2 µg を添付プロトコー
ルに則って cDNA 合成を行った。まず、以下の通りに反応液をエッペンチューブに
調整した。 
             1 サンプル 
RNA             1.5~2 µg 
Random primer       1µl 
RNase free DEPC 処理水  
Total          12 µl 
 調整後、ブロックインキュベーターにて 65 ℃ 5 分間処理し、直ちに氷冷した。同
時に別途以下の試薬を調整した。 
              1 サンプル 
5 X Buffer               4 µl 
10mM dNTPs           2 µl 
RNase inhibitor          1 µl 
ReverTra Ace            1 µl 
Total                    8 µl 
氷冷後の各チューブに、調整した試薬を加え混合した。その後、ヒートブロックで
30 ℃ 10 分間、42 ℃ 60 分間の順で順次反応させ、最後に 85 ℃ 5 分間加熱して逆
転写酵素を失活させた。得られた cDNA (20 µl)に滅菌水 80 µl を加えて 5 倍希釈し、
次項の PCR 反応に用いた。 
5-3. 半定量的 PCR 法 
半定量的 PCR 反応は GeneAmp PCR System (Applied Biosystems, Foster City, 
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CA)を用い、95 ℃ 30 秒、65 ℃ 30 秒、72 ℃ 30 秒の条件で行った。PCR 試薬に
は Takara Ex Taq® (TAKARA BIO, Shiga, Japan)を使用した。HIF-3αと IPAS の検出
には PrimeSTAR® GXL DNA polymerase (TAKARA BIO)を使用した。それぞれの反応
系を以下に示す。 
           1 サンプル              1 サンプル 
滅菌水           14.3 µl    滅菌水          5 µl 
10 X Buffer         2 µl       5 X Buffer               2 µl 
2.5 mM dNTP mixture    1.6 µl           2.5 mM dNTP mixture    1.6 µl 
10 µM sense primer       0.5 µl         10 µM sense primer       0.5 µl 
10 µM antisense primer   0.5 µl         10 µM antisense primer   0.5 µl 
5 unit/µl TaKaRa Ex Taq®  0.1 µl         1.25 unit/µl gxl polymerase 0.2 µl 
cDNA                    1 µl           cDNA                    1 µl 
20 µl                                  10 µl 
PCR 産物を 0.5 µg/ml Ethydium Bromide (Wako)含 2 % Agarose gel (Nacalai 
tesque)で 100V、20 分間電気泳動し、トランスイルミネーター (FAS-Ⅲ: TOYOBO)
により増幅産物（バンド）を確認、画像を撮影した。Image J ソフトウェアを用いて
バンドの density を測定し、リファレンス遺伝子β-actin との発現量比を半定量的に
解析した。使用したプライマー配列を下記に記述する。 
 
HIF-3α    sense 5’- ACCAAGACAGGTCGAACACCGAGCTGC -3’ 
antisense 5’- CAGGTAGCAGGCGTCCAGTGGCTCTCC -3’ 
 IPAS       sense 5’- ATGGCGTTGGGGCTGCACGCGTG -3’  
antisense  HIF-3αと共通 
 β-actin    sense 5’- GTCGTACCACAGGCATTGTGATGGACT -3’ 
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antisense 5’- CACCAGACAGCACTGTGTTGGCATAGA -3’ 
  5-4. 定量的リアルタイム PCR 法（Real-time PCR） 
  Real-time PCR は、Applied Biosystems Fast Real-time PCR 7500 system 
(Applied Biosystems)にて 95 ℃ 20 秒、(95 ℃ 3 秒、60 ℃ 30 秒)×45 cycle の条
件で反応を行った。試薬は THUNDERBIRDTM SYBR RqPCR Mix (TOYOBO)を用
いた。下記に組成を示す。 
               1 サンプル 
  滅菌水         5.47 µl 
  SYBR Mix       7.5 µl 
  Rox                     0.03 µl 
  cDNA         1 µl 
  Total          15 µl 
Ct 値の算出には Cross point 法を用いた。β-actin をリファレンス遺伝子とし、コン
トロールサンプルとの発現量比を比較 Ct 法 (∆∆Ct 法)によって算出した。使用した
プライマー配列は下記に記述する。 
 
VEGF     sense 5’- GGCTTTACTGCTGTACCTCCACCAT -3’ 
antisense 5’- CTTCGCTGGTAGACATCCATGAACT -3’ 
 Glut-1      sense 5’- CCTTGGATGTCCTATCTGAGCATCG -3’  
antisense 5’- ATCTCATCGAAGGTTCGGCCTTTGG -3’ 
 Flk1      sense 5’- CTATCTCGCTGTCCCAGGAAATTCT -3’ 
antisense 5’- CTATCTCGCTGTCCCAGGAAATTCT -3’ 
Ang2      sense 5’- CGCTGGTGAAGAGTCCAACTACA -3’ 
antisense 5’- GTCATTGTCCGAATCCTTTGTGCT -3’ 
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 Tie2        sense 5’- TGGGTGGCCACTACCTACTAGTGAA -3’  
antisense 5’- GGAGGTAAGACTCGGTTGACAGTGA -3’ 
 VE-cadherin sense 5’- CCGCCAGAATGCTAAGTATGTGC -3’ 
antisense 5’- TCCACAATGAGGGCAGTAAGGAA -3’ 
HIF-1α    sense 5’- GTGCTGATTTGTGAACCCATTCC -3’ 
antisense 5’- CGGCTCATAACCCATCAACTCAG -3’ 
 HIF-2α     sense 5’- CCTGGACAGCAAGACTTTCCTGA -3’  
antisense 5’- GAACTCATAGGCAGAGCGTCCAA -3’ 
 Ets-1       sense 5’- CTGCATCCTATCAGCTCGGAAGA -3’ 
antisense 5’- ACACCTCTTGCTTGATGGCAAAG -3’ 
 
6. タンパク発現解析 
 6-1. 細胞の核抽出画分 (Nuclear extract)および細胞質画分 (Cytosolic extract)の粗
抽出 
細胞を 60 mm dish (SUMILON)に 80 %サブコンフルエントの状態まで培養し、マ
ルチガスインキュベーター (Astech, Fukuoka, Japan)にて低酸素条件下 (1 % O2)ま
たは通常酸素条件下 (20 % O2)で 6 時間培養した。冷 PBS (1ml)で細胞を洗浄し、PBS
を除去した後、再度 PBS (1ml)を加えてセルスクレーパー (SUMILON)を用いて細胞
を剥がし冷チューブに回収した。3000 rpm 4 ℃ 5 分間遠心分離し、上清を除去した。
回収直後に抽出しない場合は、抽出まで-80 ℃で保存した。遠心分離によってペレッ
ト化した細胞を 100 µl の低張液でほぐし、氷上で 15 分間インキュベーションした。
5分間ごとにボルテックスで激しく撹拌した。その後 5 µlの 10 % NP-40 (SIGMA, St. 
Louis, MO)を添加し、直ちにボルテックスにより撹拌し、細胞膜を破壊した。15000 
rpm 4 ℃ 10 分間遠心分離し、上清を Cytosolic extract とした。核画分を含む沈殿
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物に、50 µl の高張液を加え、ピペッティングしながらペレットを破壊した。5 分間
ごとにボルテックスで激しく撹拌し、氷上で 15 分間インキュベーションした。15000 
rpm 4 ℃ 10 分間遠心分離し、上清を Nuclear extract とした。得られた Cytosolic 
extract および Nuclear extract に等量の SDS サンプルバッファーを加え、95 ℃ 5
分間熱変性した後 SDS-PAGE に供した。低張液および高張液の組成を以下に示す。 
低張液 
 10 mM HEPES pH 7.9 (Dojindo) 
  10 mM KCl (KATAYAMA CHEMICAL, Osaka, Japan) 
  0.1 mM EDTA (Dojindo) 
 1.5 mM MgCl2 (Wako) 
  1 mM DTT (Wako) 
  Proteinase inhibitor cocktail (PIC) (Roche, Basel, Schweiz) 
  1 mM Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) (SIGMA) 
 
高張液 
 20 mM HEPES pH 7.9 
  500 mM NaCl (Nacalai tesque) 
  1 mM EDTA 
  1 mM DTT 
  Proteinase inhibitor cocktail (PIC) 
  1 mM PMSF 
  
PIC と PMSF は、細胞を溶解する直前に添加した。また、リン酸化タンパクを検出
する際は、低張液にホスファターゼインヒビターカクテル (Nacalai tesque)を加えた。 
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タンパク質の定量にはブラッドフォード法を用いた。ブラッドフォード試薬 
(BIO-RAD, Hercules, CA)にサンプルを加え、595 nm における吸光度を分光光度計 
(Gene Quant 100, GE healthcare UK Ltd, Little Chalfont, Buckinghamshire, 
England)によって測定した。検量線の作成には、濃度既知のウシ血清アルブミン 
(BSA)を用いた。 
6-2. SDS-ポリアクリルアミド電気泳動法 (SDS-PAGE) 
ポリアクリルアミドゲルは、7.5 %分離ゲル[7.5 % アクリルアミド、0.25 % N,N’-
メチレンビスアクリルアミド (BIS) (Nacalai tesque)、375 mM Tris-HCl (pH 8.8)、
0.1 % SDS (Nacalai tesque)、6.7 % グリセロール、0.08 % ペルオキソ二硫酸アンモ
ニウム (APS) (WAKO)および 0.08 % N,N,N’,N’-tetramethylenediamine (TEMED) 
(WAKO)]と、3 %濃縮ゲル [3 % アクリルアミド、0.25 % BIS、124 mM Tris-HCl (pH 
6.8)、0.1 % SDS、0.08 % APS および 0.08 % TEMED]を採用した。泳動バッファー
には、50 mM Tris、384 mM グリシン、0.1 % SDS 溶液を用いた。目的のタンパク
質に応じた 10~50 µg 量の変性 Nuclear extract または Cytosolic extract をアクリル
アミドゲルのウェルにアプライした。パワーサプライ KYOCA-GP (GRC, Tokyo, 
Japan)とポリアクリルアミド電気泳動装置 (ATTO, Tokyo, Japan)を用いて 50 V 40
分間、続いて 95V 90 分間の条件で電気泳動を行った。 
6-3. ウェスタンブロッティング法 (Western blotting) 
  セミドライトランスファー法に従い、電気泳動したゲル中のタンパク質を
Polyvinylidene fluoride (PVDF) (Millipore, Billerica, MA)膜へ転写した。PVDF 膜
をメタノールで 30 秒間浸し、親水処理を行った。転写は不連続バッファーを用い、
陽極側から 1 液 (0.3 M Tris、pH 7.5、10 % メタノール(Nacalai tesque))に浸した
濾紙を 2 枚、2 液 (25 mM Tris、pH 10.4、10 % メタノール)に浸した濾紙 1 枚、2
液に浸した PVDF 膜 1 枚、2 液に浸したゲル、3 液 (25 mM Tris、pH 9.4、40 mM 6‐
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アミノ‐ヘキサン酸 (Nacalai tesque)、10 % メタノール)に浸した濾紙 3 枚の順に重
ねた。1 枚のゲルの場合は 125 mA 50 分間、2 枚の場合は 250 mM 50 分間の条件で
転写を行った。転写後、メンブレンを 5 % skim milk (BD Bioscience)/ TBST 
[Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCl (pH 7.6)、137.9 mM NaCl)、0.1% Tween-20 
(Nacalai tesque)]ブロッキング液に浸し、室温 2 時間反応させた。リン酸化タンパク
質を検出する際には、5 % BSA/TBST ブロッキング液を用いた。その後、新しく用
意したブロッキング液に表Ⅰに示す倍率でそれぞれ一次抗体を希釈し、4 ℃で一晩振
盪させた。メンブレンを十分量の TBST で 10 分間、3 回洗浄後、ブロッキング液で
5000 倍あるいは 10000倍希釈したHRP標識抗ウサギ抗体 (Invitrogen)および HRP
標識抗ヤギ抗体 (Invitrogen)と室温 1~2 時間の条件で反応させた。再度、メンブレ
ンを十分量の TBST で 10 分間、3 回洗浄して余剰な二次抗体を除去した。化学発光
の 検 出 試 薬 に は Immunobilon Western chemiluminescence HRP solution 
(Millipore)を用い、ImageQuant LAS 4000 (GE healthcare)を用いて化学発光シグ
ナルを検出した。 
一次抗体 メーカー 希釈率 
ウサギポリクローナル抗 HIF-1α Novus Biologicals, Littleton, CO 6000 倍 
ウサギポリクローナル抗 HIF-2α Novus Biologicals 2000 倍 
ウサギポリクローナル抗 HIF-3α Novus Biologicals 2000 倍 
ヤギポリクローナル抗 HIF-3α (D-16) Santa Cruz Biotechnology, CA 1000 倍 
ヤギポリクローナル抗 Lamin B Santa Cruz Biotechnology 2000 倍 
ウサギポリクローナル抗 Flk1 Santa Cruz Biotechnology 2000 倍 
ウサギポリクローナル抗 Angiopoietin-2 Santa Cruz Biotechnology 2000 倍 
ウサギポリクローナル抗 Tie2 Santa Cruz Biotechnology 2000 倍 
ヤギポリクローナル抗 Actin Santa Cruz Biotechnology 2000 倍 
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ヤギポリクローナル抗 Ets-1 Santa Cruz Biotechnology 2000 倍 
ウサギモノクローナル抗 Erk1/2 Cell signaling 3000 倍 
ウサギモノクローナル抗リン酸化 Erk1/2 
(Thr202/Tyr204) 
Cell signaling 2000 倍 
ウサギモノクローナル抗 Akt Cell signaling 3000 倍 
ウサギモノクローナル抗リン酸化 Akt 
(Ser473) 
Cell signaling 2000 倍 
 
タンパク発現解析のため、Image J を用いてシグナル強度を測定した。核内タンパク





  細胞の増殖能をセルカウントによって比較した。WT EC、HIF-3α KO EC、HIF-3α 
KO EC+mockおよびHIF-3α KO EC+H3を 2 X 104個/35mmディッシュの濃度で播
種し、低酸素条件下 (5 % O2)あるいは通常酸素条件下 (20 % O2)で培養した。播種か
ら 24 時間ごとに細胞継代と同様の手順で細胞を剥した。セルカウントの際はトリパ
ンブルー (Nacalai tesque)によって死細胞を染色し、生細胞のみをカウントした。カ
ウントは triplicate で行い、8 日間連続で行った。培地交換は、培養 4 日ごとに行っ
た。カウント結果から、以下の式を用いて細胞の倍加時間を決定した。 
     倍加時間=T ln2/ln(Xe/Xb) 
T は対数増殖期おける培養期間（日数） Xb は対象となる培養期間の開始日における細胞数 
               Xe は対象となる培養期間の最終日における細胞数 
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7-2. 管腔形成能解析（in vitro Tube formation assay） 
Tube formation assay は、血管内皮細胞による管腔形成、すなわち血管新生を試
験管内で評価する簡便な方法として知られる (Kubota et al, 1988)。4 well plate 
(Nunc; Thermo Fisher Scientific)に 1well 当たり約 300 µl の Matrigel (Corning, 
Corning, NY)を分注し、30 分間、37 ℃でインキュベートした。WT EC、HIF-3α KO 
EC、HIF-3α KO EC+mock および HIF-3α KO EC EC+H3 を 5 X 104個/well の濃度
になるよう、200 µl の HAVA 培地に懸濁した後 Matrigel 上に播種した。低酸素条件
下 (5% O2)または通常酸素条下 (20% O2)で 9 時間インキュベートし、形成された
Tube を顕微鏡下で観察・撮影し、Tube 数をカウントした。独立した 3 つの well か
らランダムに 5~6 視野を選び、300 µm 以上の Tube をカウントし、平均値を算出し
た。 
7-3. 細胞遊走能解析（in vitro wound migration assay） 
 細胞遊走は、血管新生において重要なプロセスの一つである。in vitro wound 
migration assay は、試験管内で細胞の遊走を評価するための直接的かつ経済的な方
法として Todaro らによって考案された (Todaro et al, 1965)。4 well plate に細胞を
1.5 X 105個/well の濃度に播種した。コンフルエントになった段階で、細胞の単層に
ゴム厚 1mm のセルスクレーパーS (SUMILON)によって傷を付ける、すなわちギャ
ップを作成した。その後、低酸素条件下 (5% O2)または通常酸素条下 (20% O2)で培
養し、ギャップの先端から遊走した細胞の先端までを”Migration rate”として距離を




クロマチン免疫沈降法は ChIP-IT® Express Enzymatic Kit (Active motif, Carlsbad, 
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CA) と添付のプロトコールに則って行われた。以下に要約を記載する。細胞が 80 %コ
ンフルエントになった段階で無血清培地 (DMEM-H)に培地交換し、低酸素条件下 
(1 % O2)または通常酸素条下 (20 % O2)で 6 時間培養した。37 %ホルムアルデヒド 
(Wako)を終濃度 1 %となるよう培地に加え（固定液）、室温で 10 分間振盪して細胞の
固定を行った。固定液を除去して PBS で洗浄後、Glycine Stop-Fix solution を加えて
固定反応を停止させた。室温で 5 分間静置し、再度 PBS で洗浄後、500 nM PMSF/PBS を
加えてセルスクレーパーを用いて細胞を回収した。3000 rpm 4 ℃ 5 分間遠心分離し、上
清を除去した。Lysis Buffer によって細胞を溶解し、酵素的にクロマチンを断片化させ
た。断片化したサンプルの一部を Input とした。免疫沈降は、抗体 2 µg、断片化クロ





マウスモノクローナル抗 HIF-1α Novus Biologicals 
ウサギポリクローナル抗 HIF-2α Novus Biologicals 
ヤギポリクローナル抗 HIF-3α (D-16) Santa Cruz Biotechnology 
ヤギポリクローナル抗 Ets-1 Santa Cruz Biotechnology 
マウス IgG Santa Cruz Biotechnology 
ウサギ IgG Santa Cruz Biotechnology 
ヤギ IgG Santa Cruz Biotechnology 
 
ChIP BufferⅠ、高塩濃度バッファー (20 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、0.1 % SDS、
1 % Triton X-100、500mM NaCl、pH 7.4)、ChIP BufferⅡの順でビーズを洗浄し、
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Elution buffer AM を加え、磁気ビーズからクロマチンを溶出した。さらに、Reverse 
cross-linking buffer を加えて 65 ℃、一晩インキュベーションしてクロマチンとタンパ
ク質の脱架橋を行い、最後に Protenase K を加えてタンパク質を分解した。以上の工
程で得たクロマチンをサンプルとし、半定量的 PCR を行った。用いたプライマーは、
過去の報告をもとに、HRE を含む配列が増幅されるよう設計した (Le et al. 2007; Sato 
et al. 2001; Oikawa et al. 2001)。下記にプライマーの配列を記す。 
 
VE-cadherin  sense 5’- AACAGAACAGATTGTGGCAGAGAG -3’ 
antisense 5’- ATGGAGTATTAGCGTCCTGAGACC -3’ 
HIF-2α       sense 5’- GGGAAAGTGTCTAAGATCAAAGCAGGAG -3’ 
antisense 5’- AGGTGCTCGTGGTAGACTGTTAGGTTTA -3’ 
Ets-1         sense 5’- GATCTGGTTAGATTCCCAGTGCTGA -3’ 




マウス Ets-1 発現ベクターの作成には、Mighty TA-cloning Reagent Set for Prime 
STAR (Promega)を使用した。鋳型として WT ECs cDNA を用い、PrimeSTAR® GXL 
DNA polymerase によってマウス Ets-1 を増幅した。アガロース DNA 電気泳動法によっ
て視覚化した PCR 産物をゲルごと切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
Hilden, Germany)によって DNA を抽出した。Mighty TA-cloning Reagent Set for 
Prime STAR の添付資料に基づき、抽出産物に対し、dA 付加反応を行った。すなわ
ち、DNA 溶液 (8 µl)、10 X Buffer (1 µl)、dATP (0.5 µl)、A-overhang enzyme (0.5 
µl)を混合し、65 ℃ 10 分間インキュベートし dA 付加反応を行った。引き続き、エ
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ッペンチューブに Ligation Mighty Mix (5µl)、pMD20-T vector (1µl)、dA 付加を行
った PCR 産物、滅菌水を全量 10µl になるよう加え混合する。そのままライゲーシ
ョン反応を 16 ℃ 2 時間行った。この混合液を DH5α competent cells に添加し、氷
上で 30 分間静置した。その後 42 ℃ 45 秒間熱ショックを加え、トランスフォーメ
ーションを促した。直ちに氷上で 5 分間急冷し、温めておいた LB 培地を加えて 37 ℃ 
1 時間の振盪培養を行った。X-gal 溶液および IPTG 溶液を塗布したアンピシリン含
有 LB 寒天培地に、培養菌液を塗布した。その後 37 ℃ 一晩培養した。マウス Ets-1
がプラスミドに形質転換した場合は、白いコロニーが形成される。白コロニーをピッ
クアップし、2 ml のアンピシリン含有 LB 培地にて 37 ℃ 8 時間の振盪培養を行っ
た後、プラスミド抽出を行った。プラスミド抽出には QIAprep Spin Miniprep Kit 
(QIAGEN)を使用した。マウス Ets-1 の DNA 配列は、ABI 310 シークエンサー 
(Applied Biosystems; Life technologies)を用いて決定した。得られたプラスミドを
pMD20-T mEts-1 とし、これを基に mEts-1 cDNA 発現用ベクターpEF-BOS へと入
れ替えた。すなわち、pEF-BOS を XbaI、pMD20-T mEts-1 を DraI により 37 ℃ 1
時間制限酵素処理し、1 % Agarose 電気泳動した後、目的のバンドを切り出しゲル抽
出した。その後、pEF-BOS に対し、平滑化処理を行った。前述と同様の方法でライ
ゲーション反応およびトランスフォーメーションを経て、寒天培地上にコロニーを得
た。ピックアップしたコロニーを 2 ml のアンピシリン含有 LB 培地にて 37 ℃ 8 時
間の振盪培養を行い、プラスミドを抽出した。制限酵素処理によるサイズの確認およ
びシークエンスにより、マウス Ets-1 cDNA が pEF-BOS に正しい方向で挿入された
ことを確認し、pEF-BOS-mEts-1 としてルシフェラーゼアッセイに用いた。 
9-2. pGL4.10 -2486 to +25 mouse VE-cadherin promoter 
 pGL4.10 [luc2] は、プロメガ社より購入した。鋳型として野生型マウスゲノム
DNA（ジェノタイピング用に採取したサンプル）を用い、PrimeSTAR® GXL DNA 
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polymerase によって VE-cadherin promoter 領域とされる-2486 から+25 の領域を増幅
した。以降、pEF-BOS mEts-1 の作成手順で pMD20-T -2486 to +25 mVE-cadherin 
promoter を作成した。次に、pGL4.10 [luc2]へと入れ替えた。すなわち、pGL4.10 
[luc2]と pMD20-T -2486 to +25 mVE-cadherin promoter を SacI と XhoI により、
37 ℃ 1 時間制限酵素処理し、1 % Agarose 電気泳動した後、目的のバンドを切り出
しゲル抽出した。その後、前述と同様の方法でライゲーション反応およびトランスフ
ォーメーションを経て、寒天培地上にコロニーを得た。ピックアップしたコロニーを
2 ml のアンピシリン含有 LB 培地にて 37 ℃ 8 時間の振盪培養を行い、プラスミド
を抽出した。制限酵素処理によるサイズの確認およびシークエンスにより、挿入され
た方向とプロモーター領域を再確認し、マウス Ets-1 cDNA が pEF-BOS に正しい方








ために、内部標準として The pEF-Renilla-Luc plasmid を各条件に共発現させた。24
時間後、Dual-luciferase reporter assay system (Promega, Madison, WI)を用いてルシ
フェラーゼ活性を測定した。すなわち、培養上清を除去して PBS で洗浄し、Passive 
Lysis Buffer を加えて室温 15 分間振盪し、細胞を溶解した。細胞溶解液をエッペンチ
ューブに回収した後、さらに 15000 rpm 4 ℃ 30 秒遠心して上清を回収し、細胞の残
差を取り除いた。得られたサンプルを Turner Designs Luminometer Model TD-20/20 





 マウス肺における VE-cadherin の発現を解析するため、野生型マウスおよび HIF-3α 
KO マウスから摘出した肺を 4% paraformaldehyde (PFA)/phosphate-buffered saline 
(PBS)に置き、4℃で一晩固定反応を行った。その後、O.C.T コンパウンド (Sakura 
Finetek, Tokyo, Japan)に包埋し、凍結切片を作製した。ブロッキングの後、切片を抗
VE-cadherin 抗体 (1:200; Abcam)で 4℃一晩インキュベーションした。洗浄後、HRP
標識二次抗体 (1:2000; Vector laboratories, Burlingame, CA)と反応させ、陽性シグナ
ルを 3,3'-diaminobenzidine によって検出し、また、ヘマトキシリン染色液を用いて細
胞核を対比染色した。使用した抗 VE-cadheirn 抗体はマウス抗体のため、M.O.M.TM kit 




た (means±standard deviation (SD))。2 群間の有意差検定には、Student’s t test 
(unpaired t test)を用いた。複数の群間における多重比較には二元配置分散分析の後、
post-hoc を行った。すなわち、一つの対照群と複数の試験群との多重分析には Dunnett
の方法を用い、全ての群間での比較にはボンフェローニの方法を用いた。棄却域は P < 








第 1 章 HIF-3α発現細胞の同定 
1-1. 目的 
  HIF-3α KO マウスの肺の一部には、異常な血管構造が存在することが報告されて
いる (Yamashita et al. 2008)。また、成体期のマウス肺において、GFP 発現細胞す
なわち HIF-3α発現細胞は、血管内皮マーカーである CD31 (Albelda et al. 1994)、お
よび平滑筋マーカーであるα型平滑筋アクチン(α-smooth muscle actin; α-SMA) 
(Gabbiani et al. 1981)発現細胞と重複していることが観察されている (Fig.5C)。こ
れらの結果は、HIF-3αは血管内皮細胞と血管平滑筋細胞に発現しており、それらの
機能に対し HIF-3αが何らかの役割を果たしていることを示唆している。これまでの
報告から HIF-3αバリアントが HIF-1 αあるいは HIF-2 αの有する転写活性を阻害・
抑制することが明らかとなっているが (Makino et al. 2001; Hara et al. 2001; 




血管新生能を活性化する (Manalo et al. 2005; Yamakawa et al. 2003; Krotova et al. 
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1-2. 結果 
 1-2-1. 細胞特異的マーカー発現解析による細胞種の同定 
  温度感受性 SV40 遺伝子導入マウス（野生型；Wild type, WT）から CD31＋
CD45‐画分を、温度感受性 SV40 遺伝子導入 HIF-3α KO マウスから CD31＋
CD45‐GFP＋画分をそれぞれ血管内皮細胞が含まれる細胞集団としてフローサ
イトメーターを用いて分取した (Fig.6A)。WT マウス由来 CD31＋CD45‐細胞と




れる (Voyta et al. 1984)。WT マウス由来 CD31＋CD45‐細胞と HIF-3α KO マウ
ス由来 CD31＋CD45‐GFP＋細胞の培養上清に Dil 標識アセチル化 LDL 
(Dil-Ac-LDL)を添加し、蛍光顕微鏡下で観察した。Dil-Ac-LDL は細胞に取り込ま
れると赤色の蛍光を発する。Dil-Ac-LDL 添加後 4 時間後、WT マウス由来 CD31
＋CD45‐細胞とHIF-3α KOマウス由来CD31＋CD45‐GFP＋細胞の両者におい
て赤い蛍光が観察され、アセチル化 LDL が取り込まれたことが確認された 
(Fig.6B)。さらに、細胞特異的マーカーの発現解析を行った。平滑筋収縮に関わり、
成熟平滑筋細胞特異的マーカーとして知られる Calponin1 (Takahashi et al. 
1988)およびα型平滑筋アクチン、成熟血管内皮細胞マーカーである CD31 と血管
内皮カドヘリン (Vascular endothelial-cadherin; VE-cadherin) (Matsuyoshi et al. 
1997)の mRNA 発現量を半定量的 PCR 法によって検討した。その結果、WT マウ
ス由来 CD31＋CD45‐細胞と HIF-3α KO マウス由来 CD31＋CD45‐GFP＋細胞
は、CD31 および VE-cadherin を発現していた (Fig.6C)。一方、平滑筋マーカー
Calponin1 およびα-SMA の発現は検出されなかった。以上の結果は、WT マウス
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由来 CD31＋CD45‐細胞および HIF-3α KO マウス由来 CD31＋CD45‐GFP＋細
胞が血管内皮細胞を多く含む細胞集団であることを示している。これらの細胞をそ
れぞれ野生型肺由来血管内皮細胞 (WT endothelial cells; WT ECs)、HIF-3α KO
マウス肺由来血管内皮細胞 (HIF-3α KO ECs)とし、以降の解析に用いた。 
 1-2-2. 肺由来血管内皮細胞における HIF-3αバリアントの発現プロファイル 
HIF-3αバリアントである HIF-3αと IPAS の mRNA 発現量とその低酸素応答性
について、半定量的 PCR 法とウェスタンブロット法を用いて検討した。WT ECs
および HIF-3α KO ECs は 10 週齢の成体マウスから単離されており、胎生期・新





 1-2-3. 肺由来血管内皮細胞の血管新生能における HIF-3αの影響 
HIF-3αは血管新生関連遺伝子の転写を活性化させる HIF-1αと HIF-2αに対して
抑制性に働くことから、HIF-3α KO ECs の血管新生能は WT ECs と比較して亢進
していることが予想される。この可能性を検証する為、まず細胞増殖能について
WT ECs との比較解析を行った。しかしながら、予想に反し、HIF-3α KO ECs の
増殖スピードは WT ECs と比較して遅かった (Fig.8A)。また、増殖能の低下は通
常酸素下 (20 % O2)および低酸素条件下 (5 % O2)の両者において見られた。倍加時
間の比較においても、HIF-3α KO ECs の倍加時間は WT ECs と比較して有意に増
加し (通常酸素下； HIF-3α KO ECs : 40.4±1.8 時間、WT ECs : 26.3±0.5 時間、
P < 0.001、低酸素下；HIF-3α KO ECs : 43.4±1.7 時間、WT ECs : 29.6±2.3 時
間、P < 0.01)、HIF-3α KO ECs における細胞増殖能の低下が示された。 





含む人口基底膜である。in vitro Matrigel tube formation assay はこのような血管
内皮細胞の特徴を利用して in vitro における血管新生を評価するシステムであり、
血管新生阻害剤の評価や血管新生の分子メカニズムを解明する手段として広く用
いられている (Kubota et al. 1988)。細胞を Matrigel 上に播種後、通常酸素下 
(20 % O2)および低酸素条件下 (5 % O2)において 9 時間静置し、Matrigel 上に形成
されたチューブ数をカウントした (Fig.8B)。WT ECs と HIF-3α KO ECs におい
て、チューブ数は通常酸素下と比較して低酸素下で若干増加したが、過去の報告さ
れているほどの大きな差ではなかった。その一方で、両細胞の形成チューブ数を比
較すると、HIF-3α KO ECs が形成したチューブ数は、WT ECs が形成した数と比
較して有意に減少することが分った。この結果より、HIF-3α KO ECs の管腔形成
能が低下していることが示唆された。また、この HIF-3α KO ECs におけるチュー
ブ形成数の減少は酸素濃度の違いに関わらず、通常酸素下および低酸素下の両条件
で観察された。 
次に in vitro Wound scratch assay (Todaro et al. 1965)を用い、細胞遊走能につ
いて評価した。血管内皮細胞の遊走は、血管が新しく伸長するプロセスに重要であ
る (Lamalice et al. 2007)。コンフルエントになった状態の細胞に、セルスクレイ
パーを用いて約 1mm 幅の“傷（ギャップ）”を作り、細胞がギャップの先端から
遊走した地点までの距離を計測した。ギャップ作成後、24 時間後および 48 時間後
の 2 点で観察と計測を行った。その結果、通常酸素下および低酸素下における
HIF-3α KO ECs の遊走距離は WT ECs のそれと比較して有意に短く、遊走能が低
下していることが示唆された (Fig.8C)。 





1-2-4. HIF-3α KO ECs の血管新生能低下における HIF-3α依存性の確認 
 前述の通り、マウス HIF-3α には 3 つのスプライスバリアントが存在する。単離
した血管内皮細胞において IPAS mRNAの発現は見られなかったものの (Fig.7A)、
WT ECs と HIF-3α KO ECs は別の個体から単離しているため、個体差の影響を受
けている可能性を否定できない。HIF-3α KO ECs における血管新生能の低下が




 KO ECs+H3 の細胞増殖能はコントロール細胞、すなわち KO ECs+mock と比
較して上昇していた。また、WT ECs と同程度であった (Fig.9B)。倍加時間を比
較したところ、KO ECs+H3 の倍加時間は KO ECs+mock と比べ有意に短縮して
いた (KO ECs+mock : 28.6±0.6 時間、KO ECs+H3 : 24.8±0.4 時間、P < 0.001)。
次に管腔形成能を検討した。通常酸素下および低酸素下において KO ECs+H3 が形
成したチューブ数は、KO ECs+mock のチューブ数より有意に増加し、WT ECs
によるチューブ形成数と同程度であった (Fig.9C)。細胞遊走能の比較検討の結果も
同様に、HIF-3α cDNA を遺伝子導入すると遊走距離が伸長した (Fig.9D)。これら
の結果から、HIF-3α KO ECs における血管新生能の低下は HIF-3α依存性である
ことが明らかとなった。 
1-3. 考察 
肺における HIF-3αの機能を詳細に解析するため、野生型マウスと HIF-3α KO マ
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ウスのそれぞれから ECs を単離した (Fig.6 )。マウス HIF-3α遺伝子から転写される
3 つのバリアントに関し、NEPAS は胎生期および新生児期に限定的に発現し、
HIF-3αと IPAS は成体マウスで発現する (Yamashita et al. 2008)。HIF-3αと IPAS




が多い。少なくとも IPAS と IPAS のオーソログであるヒト HIF-3α4 は低酸素誘導
的に mRNA 量が上昇することが分っており、また、第一エキソン上流に機能的な
HRE 配列を持つ。これらの報告から、IPAS は HIF-1αあるいは HIF-2αの標的遺伝
子であり、低酸素ストレスのネガティブフィードバック機構として働くと考えられて
いる (Makino et al. 2007; Maynard et al. 2007)。 
一般的に、in vitro の系において（増殖因子を加えるなどといった）特殊な条件下
を除き、HIF-1αと HIF-2αは通常酸素下ではタンパク分解され、ほとんど発現が見ら
れないとされる。このタンパク分解経路は、水酸化酵素 PHDs の標的となる 2 つの
プロリン残基を含む ODD ドメインによって支持されている。IPAS とヒト HIF-3α4
は ODD ドメインを持たないため、この分解制御を受けない。一方マウスおよびヒト
の HIF-3αの内 ODD ドメインを持つバリアントは 2 番目のプロリンのコア配列 
(LXXLHP)に多少の違いがあるものの、1 番目のプロリンのコア配列 (LXXLAP)には
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らず HIF-3αタンパクを発現していた (Fig.7B)。また、NEPAS とそのオーソログで
あるヒト HIF-3α2 は低酸素刺激によって mRNA レベルが上昇することから、分解制
御というよりも転写レベルで制御されることが示唆されている。NEPAS とヒト
HIF-3α2 はそれぞれ IPAS およびヒト HIF-3α4 と共通の第一エキソンを有し、制御
領域に推定 HRE 配列を持つことから、IPAS のように HIF-1αあるいは HIF-2αによ
る転写制御を受けていることが考えられる  (Li et al. 2006; Tanaka et al. 2009; 
Augstein et al. 2011)。以上の報告をふまえると、NEPAS の第二エキソン以下共通
の配列を有する HIF-3αの ODD ドメインは機能的ではなく、HIF-1αおよび HIF-2α
と同様なタンパク分解制御を受けない可能性が考えられる。この仮説を一部支持する
データとして、HIF-3αタンパクは通常酸素下において安定性が高いことが示されて











相互作用、血圧の調節、物質輸送である (Voelkel & Rounds. 2009)。加えて、血管
内皮細胞の活性化は生理的および病態における血管リモデリングに極めて重要であ
る (Thébaud et al. 2010; Taraseviciene-Stewart et al. 2001)。先行研究により、HIF




(Shimoda & Semenza 2011 参照)。例えば、129SV と C57/BL6 との交配から作製さ
れた HIF-2αノックアウトマウスは、Ⅱ型肺胞上皮細胞によるサーファクタントの産
生が不十分なことにより、胎生肺の成熟を障害される (Compernolle et al. 2002)こと
や、HIF-3α/NEPAS 機能的ノックアウトマウスの肺血管リモデリングが障害された
ことが挙げられる (Yamashita et al, 2008)。また、in vitro の系においては、HIF-1α
および HIF-2αの活性化は肺由来血管内皮細胞の血管新生能すなわち細胞増殖、新生
血管の発芽、細胞遊走を亢進させることが分っている (Manalo et al. 2005; 
Yamakawa et al. 2003; Krotova et al. 2010; Skuli et al. 2009)。このような背景から、
HIF-3αを破壊すると HIF-1αおよび HIF-2αが活性化し、その結果、低酸素応答にお
ける血管新生能が促進されることを予想した。しかし、この予想に反して HIF-3α KO 










し近年、肺胞形成は新生児期以降でも起こるという報告がなされた (Butler et al. 
2012; Narayanan et al. 2012)。成体期における新たな肺胞形成は、新生児期のよう





(Tibboel et al. 2009; MaColley et al. 2013)。 
そもそも肺組織中の肺動脈を除く大部分の血管（特に肺胞を取り巻く毛細血管）を
構築する ECs は常に高い酸素分圧に曝されており、健康な状態では低酸素環境にな
りにくい (Koh et al. 2012)。一方、脳、腎臓、肝臓、心臓、筋肉の組織内酸素分圧は、
それぞれ 4.4 %、9.5 %、5.4 %、3.8 %であり、生理的な低酸素状態にある (Koh et al. 
2012)。一致するように、通常酸素条件下 (20 %)飼育マウスのこれら臓器では、
HIF-1αが発現していることが免疫組織化学的手法により確認されている (Stroka et 













  2. 肺由来血管内皮細胞において、HIF-3αは血管新生能を亢進させる 
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 3. HIF-3αによる血管新生能の制御は、酸素濃度に関わらず行われる 
 







 2-2-1. 血管新生関連因子の発現解析 
低酸素条件 (1 % O2, 4 時間)にて培養した WT ECs、HIF-3α KO ECs、KO 
ECs+mock および KO ECs+H3 の RNA を回収し、定量的リアルタイム PCR 法を
行って HIF 標的遺伝子の発現の比較検討を行った (Fig.10A)。全ての細胞群におい
て、低酸素マーカーである Vascular endothelial growth factor (VEGF)の発現が上
昇したことから、これらの細胞は低酸素応答性の細胞であることが確認された。次
に、血管新生関連因子 Vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2; 
Flk1)、Angiopoietin2 (Ang2)、そのレセプターである Tie2、vascular 
endothelial-cadherin (VE-cadherin)について検討した。VEGF/Flk1 経路および
Ang/Tie2 経路は、血管内皮細胞の活性化、恒常性において極めて重要な役割を果
たすことが知られている。同時に、Flk1、Ang2 および VE-cadherin は HIF の標
的遺伝子であり、Tie2はHIFによって制御されることが報告されている (Elvert et 
al. 2002; Simon et al. 2008; Le Bras et al. 2007; Tian et al. 1997)。WT ECs にお
ける Flk1、Ang2、Tie2、VE-cadherin の発現は極めて低く、また、低酸素刺激に
よる発現上昇も認められなかった。一方、興味深いことに、HIF-3α KO ECs では
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これらの遺伝子発現が顕著に亢進しており、HIF-3α cDNA を遺伝子導入したレス
キュー細胞において有意に低下していた。以上の結果は、WT ECs では Flk1、Ang2、
Tie2 および VE-cadherin の遺伝子発現が HIF-3αによって酸素濃度に関わりなく
抑制されていることを示唆している。一方、HIF-3α KO ECs における VEGF の発
現は WT ECs と比較して低下していた。これらの因子のタンパクレベルについて
ウェスタンブロッティングを行い検討したところ、遺伝子発現のデータと一致する
ように HIF-3α KO ECs では Flk1、Ang2、Tie2 および VE-cadherin のタンパク
レベルが上昇していた (Fig.10B)。また、HIF-3α KO ECs に HIF-3αを遺伝子導入
することによってこれらのタンパク発現は低下した。 
 2-2-2. Erk1/2 および Akt 経路に対する HIF-3αの影響 
次に血管内皮細胞の細胞内シグナルについて着目した。HIF-3α KO ECs は、Flk1
を始めとする血管新生促進因子の発現が上昇しているにも関わらず、その血管新生
能は WT ECs と比較して低かった。すなわち、シグナル伝達経路におけるリガン
ドとレセプターによる細胞外シグナルのインプットと細胞内シグナルを介して現
れるアウトプット（表現型）にミスマッチが起こっている。リガンドの結合によっ
て Flk1 レセプターおよび Tie2 レセプターが活性化すると、下流のシグナル伝達分
子である MAP キナーゼとホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ (PI3-kinase)
がリン酸化され、様々なアダプタータンパクを介して最終的に増殖や生存、管腔形
成などが引き起こされる (Olsson et al. 2006; Augustin et al. 2009)。これらのシ
グナル経路について HIF-3αがどのような影響を与えるのか、PI3-kinase の下流因
子である Akt と MAP キナーゼの一つである Erk1/2 のリン酸化レベルをウェスタ
ンブロッティング法によって検出し、その活性化レベルを検討した。その結果、血
管新生能が低下したことと相関するように、HIF-3α KO ECs における Akt のリン
酸化レベルが顕著に低下していることが分った (Fig.11A)。さらに、Akt のリン酸
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化レベルは HIF-3αを遺伝子導入することによって上昇した。一方で、Erk1/2 のリ
ン酸化レベルについて WT ECs と HIF-3α KO ECs に違いは見られなかった。 
 2-2-3. 管腔形成能に対する細胞内シグナル経路阻害剤の影響 
  次に、肺由来血管内皮細胞の管腔形成能に対して Flk シグナルおよび Tie2 シグ
ナルのどちらが優勢に働いているのか、阻害実験を用いて検討した。WT ECs を
Matrigel 上に播種し、PI3-kinase 阻害剤 (LY294002)、Tie2 キナーゼ阻害剤、
VEGFR2 阻害剤 (SU5416)および Erk 阻害剤 (PD98059)を添加して 9時間静置し、
形成されたチューブ数をカウントした (Fig.11B)。Tie2 キナーゼ阻害剤および Erk
阻害剤を添加した群では、コントロールと同程度のチューブ数が形成された。一方、
PI3 kinase 阻害剤と VEGFR2 阻害剤を培養上清に添加すると、チューブ数は有意
に減少した (Fig.11B)。以上の結果から、WT ECs は Tie2 や Erk1/2 を介するより
むしろ、Flk1、PI3 kinase-Akt 経路を介して管腔形成を行っている可能性が示唆
された。 
 2-2-4. 血管新生能に対する VE-cadherin 中和抗体の影響 
  Flk1 の過剰発現は血管内皮細胞の血管新生能を亢進させることが報告されてい
る。しかしながら、HIF-3α KO ECs は Flk1 の発現が上昇しているにも関わらず
活性型 Akt はむしろ低下しており、それと一致するように血管新生能が低下して
いた (Fig.8 & Fig.10B)。このミスマッチな現象のメカニズムを明らかにするため
に、VE-cadherin に着目した。VE-cadherin は、血管内皮特異的に発現し、内皮細




et al. 2008; Giannotta et al. 2013 参照)。このような接着分子としての機能だけで




(Lampugnani et al. 2002; Lampugnani et al. 2006; Abraham et al. 2009; Pirotte 
et al. 2011)。VE-cadherin の細胞内ドメインはカテニンや p120 などの細胞内タン
パクと相互作用しており、接着シグナルの伝達やアクチン細胞内骨格へのアンカー
としての役割を担っている。相互作用するタンパクの一つに脱リン酸化酵素
density-enhanced phosphatase-1 (DEP-1)が存在する。前述の VE-cadherin の持
つ血管新生抑制作用のメカニズムとして、VEGF が結合して活性化した Flk1 のリ
ン酸化チロシン残基から、VE-cadherin は DEP-1 を介してリン酸基を奪い、下流
へのシグナル伝達を停止、細胞増殖を抑制することが挙げられている 
(Lampugnani et al. 2006)。定量的リアルタイム PCR 解析の結果より、HIF-3α KO 
ECs では Flk1 だけでなく VE-cadherin の発現も上昇していた (Fig.10A and B)。
これらの結果から我々は、HIF-3α KO ECs における過剰な VE-cadherin の発現が
VEGF/Flk1 シグナルを阻害し、Akt のリン酸化レベルが低下して血管新生能の低
下を引き起こしたという仮説を立てた。この仮説を検証するため、HIF-3α KO ECs
に VE-cadherin 中和抗体 (BV9) (Corada et al. 2001)を添加してその機能を阻害し、
細胞増殖、管腔形成、細胞遊走能に対してどのような影響を与えるかを検討した。
BV9 は、VE-cadherin の細胞外ドメイン（N 末端側 1-268 アミノ酸残基）を認識
し、VE-cadherin のクラスター化や同種親和性結合を阻害する中和抗体である 
(Corada et al. 2001)。BV9 の持つ細胞増殖抑制作用には、細胞内ドメインと細胞
外ドメインの両者が重要であり、VE-cadherin の細胞外ドメインに対してコンフォ
メーション変化を引き起こして細胞増殖能が低下することが報告されている 
(Caveda et al. 1996)。このような過去の報告を参考にし、本研究で用いることに
した。HIF-3α KO ECs は VE-cadherin 中和抗体存在下において細胞数が増加し（7




HIF-3α KO ECs に VE-cadherin 中和抗体を添加し、Akt のリン酸化レベルにつ
いてウェスタンブロッティングを用いて検討を行った。その結果、VE-cadherin 中
和抗体添加群におけるリン酸化 Akt は、コントロールと比較して有意に上昇した 
(Fig.12D)。以上の結果は、HIF-3α KO ECs で見られた血管新生能の低下とリン酸
化Aktレベルの減弱に対してVE-cadherinが関与している可能性を示唆している。 
  in vitro の実験により、VE-cadherin の発現が HIF-3α KO ECs の血管新生能の
低下に関与していることが明らかになった。そこで次に、生体内における
VE-cadherin の発現を検討する為、野生型マウスおよび HIF-3α KO マウス肺の凍




VE-cadherin 陽性シグナルが認められた。その陽性シグナルの局在は CD31 陽性シ
グナルと類似していることから、それらは血管内皮細胞であることが考えられる。
野生型マウス肺と HIF-3α KO マウス肺の染色結果を比較すると、発現細胞の増加
だけではなく、HIF-3α KO マウス肺ではひとつひとつの細胞における
VE-cadherin の発現強度が亢進しているようにみえる。この結果から、生体内にお





- 49 - 
 
2-3. 考察 
 HIF-3αの標的遺伝子を同定し、HIF-3α KO ECs の細胞増殖能、管腔形成能および
細胞遊走能が低下したメカニズムを明らかにするため、代表的な血管新生関連遺伝子
VEGF、Flk1、Ang2、Tie2、VE-cadherin について発現解析を行った。興味深いこ
とに WT ECs において、これらの遺伝子は低酸素誘導されなかった (Fig.10A)。これ
までの報告から、少なくとも Flk1、Ang2、VE-cadherin には機能的な HRE が存在
し、様々な細胞において低酸素で発現が上昇することが示されている。しかし、血管
内皮細胞には、その種類によって低酸素応答遺伝子の低酸素応答性が異なることが報
告されている (Nilson et al. 2004)。Nilsson らは HIF 標的遺伝子の低酸素誘導性に
ついて、副腎皮質由来ウシ血管内皮細胞 (Bovine capillary endothelial cells; BCE)、
ヒト真皮毛細血管内皮細胞 (Human dermal  microvascular endothelial cells; 
HDMEC)、ヒト臍静脈内皮細胞 (Human umbilical vein cord endothelial cells; 
HUVEC)、ヒト伏在静脈内皮細胞 (Human saphenous vein endothelial cells; 




HDMEC では発現増加が見られたが HUVEC、HSaVEC、HPAEC では見られず、
これらの細胞において Flt-1、Flk1、Tie2、PDGF-B、iNOS は酸素濃度に関わらず
一定の発現をしていた (Nilson et al. 2004)。WT ECs において Flk1 や Tie2 の発現
が低酸素刺激の影響を受けなかったことから、肺由来血管内皮細胞も同様に Flk1 や
Tie2 について低酸素誘導性を持たないことが考えられる。また、Nilson らは HIF-1α
と HIF-2αの発現も同時に検討しているが、それぞれの細胞で低酸素刺激による
HIF-1αと HIF-2αの発現誘導性の有無が異なっており、血管内皮細胞はその由来する










こることも、WT ECs で HIF-3αは構成的に発現すること、酸素濃度に関わらず血管
新生能を制御していることと関連しているようにみえる。しかし、唯一 VEGF の発
現は HIF-3α KO によって有意に低下した。おそらく二次的な影響であるか、VEGF
に対して HIF-3αが転写活性化因子として働いているという 2 つの可能性がある。
HIF-3αは転写抑制因子だが、その本質は弱い転写因子であり、単独で、あるいは in 
vitro の系で Arnt が豊富に存在する状況下では標的遺伝子の転写を活性化する。実際、
肺胞上皮細胞特異的に HIF-3αを強制発現させた肺サンプルのトランスクリプトーム
解析において、野生型の肺と比較して 1.5 倍以上発現が上昇した遺伝子は 30 にも上
る (Heikkilä et al. 2013)。その内、肺胞上皮細胞の分化や肺胞リモデリングにおけ
る形態形成に重要な転写因子である Sox2 のプロモーターアッセイによって、HIF-3α
が Sox2 を正に制御することが示されている (Heikkilä et al. 2013)。このような結果
からも示唆されるように、HIF-3αは標的遺伝子に依って促進的あるいは抑制的に働
くことが考えられる。HIF-3α KO ECs において、VEGF の発現が例外的に低下した
メカニズムについては不明であるが、発現が上昇した Flk1、Ang2、Tie2、VE-cadherin
の遺伝子制御領域には共通して Ets 転写因子ファミリーの結合サイトが存在し、Ets
結合サイトを持つ HIF 標的遺伝子は HIF-2α特異的であるとの報告がある (Le et al. 
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2007; Simon et al. 2008; Tian et al. 1997; Elvert et al. 2006)。このようなプロモー
ターに含まれるコア配列や相互作用する転写因子、コファクターの違いが HIF-3αの
作用の違いに関係しているかもしれない。 
血管新生促進因子の発現上昇が見られたにも関わらず、HIF-3α KO ECs の細胞増
殖能、管腔形成能および細胞遊走能は減退していた (Fig.8&Fig.10)。その一方で、
細胞機能の低下と一致するように、HIF-3α KO ECs における活性型 Akt（リン酸化




るため、VE-cadherin が持つ Flk1-PI3 kinase 経路の不活化メカニズムと細胞増殖お
よび血管新生に対する抑制作用に着目した。コンフルエントになった静止状態の ECs
において、VE-cadherin は DEP-1 と Flk1 と相互作用しており、脱リン酸化酵素で
ある DEP-1 を介して活性化した Flk1 の自己リン酸化を防ぐ。その結果、下流の細胞
内シグナル伝達が停止して細胞増殖が抑制されることが報告され (Lampugnani et 




(Pirotte et al. 2011)。また、VE-cadherin は Rho kinase の活性化および myosin 
light-chain 2 のリン酸化を促進する。その結果、細胞運動性に関わるアクトミオシン
による収縮を変化させて細胞遊走能を抑え、また、VEGF シグナルにおける血管新生
の発芽に対して抑制的に働く (Abraham et al. 2009)。以上のような報告から、
HIF-3α KO ECs において発現が惹起された VE-cadherin が Flk1-PI3 kinase-Akt 経
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路の不活性化を引き起こした、という仮説を立て、阻害実験によって検証を行った。
VE-cadherin 中和抗体 BV9 を HIF-3α KO ECs に添加し、VE-cadherin のクラスタ
ー化を阻害すると、予想通り、細胞増殖、管腔形成および細胞遊走が部分的に改善し
た (Figs.12A-C)。これらの結果から、HIF-3α KO ECs は過剰に VE-cadherin が産
生されるために、接触阻害に近い状態となり、細胞増殖を始めとする血管新生能の低
下したことが示唆された。また、VE-cadherin 中和抗体による VE-cadherin のクラ
スター化阻害は表現型だけでなくリン酸化 Akt も改善させたことから、VE-cadherin
が Akt 経路の不活性化を引き起こしたことが強く示唆された。実際に、VE-cadherin








り、in vivo においても VE-cadherin は HIF-3α KO によって発現上昇していること
が示唆された。この結果は、生体内における HIF-3αを介した VE-cadherin の抑制制
御機構の存在を支持するものと考える (Fig.13)。 
2-4. まとめ 
1. HIF-3αは Flk1、Ang2、Tie2 および VE-cadherin の発現を抑制性に制御し、そ
の制御は酸素濃度非依存的に行われる 
 2. HIF-3αによる血管新生能の制御には Akt 経路が関与している 
 3. HIF-3α KO ECs における血管新生能の低下には、過剰に産生される




第 3 章 HIF-3αによる VE-cadherin の抑制制御メカニズムの解明 
3-1. 目的 




 3-2-1. HIF-1αおよび HIF-2αの発現に対する HIF-3αの影響 
  HIF-3α KO ECs において、Flk1 を始めとする HIF 標的遺伝子の発現が上昇し
ていたことから、HIF-1αあるいは HIF-2αが活性化し、標的遺伝子の転写を促進し
ている可能性がある。一般に、HIF の活性化と HIF-αの核内での発現の上昇には
相関が見られることが知られている。そこで、HIF-3 α KO ECs における HIF-1α
および HIF-2αの発現量を比較検討した。WT ECs、HIF-3α KO ECs、KO 






HIF-1αの結果とは異なり HIF-3α KO ECs における HIF-2αの低酸素誘導性は、
WT ECs のそれと比較してより顕著であることが分った。しかし、通常酸素下にお
ける発現については、WT ECsとHIF-3α KO ECsに大きな違いは見られなかった。
HIF-1αおよび HIF-2αの mRNA 発現量を比較してみると、HIF-2α mRNA の発現
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れた。その一方で HIF-3αは HIF-1α mRNA の発現には影響を与えなかったことか
ら、HIF-3αは HIF-1αの転写には関与していないと考えられる。 
3-2-2. VE-cadherin プロモーターに対する HIF-3αの影響 
 次に、VE-cadherin のプロモーターに存在する推定 HRE 領域に HIF-1αおよび
HIF-2αが相互作用するか、クロマチン免疫沈降法 (ChIP アッセイ)を用いて WT 
ECs と HIF-3α KO ECs における比較検討を行った。ChIP アッセイは、標的とな
る分子と DNA の相互作用の有無を PCR 法によって検出する手段である。Le Bras
らの報告を基に、VE-cadherin の推定 HRE 領域を増幅するような PCR プライマ
ーを設計した。WT ECs において、VE-cadherin の推定 HRE 領域の増幅は確認さ
れず、従って VE-cadherin の推定 HRE 領域と HIF-1αおよび HIF-2αは相互作用
していないことが分った (Fig.15A)。代わりに、HIF-3α抗体を用いた ChIP アッセ
イの結果から WT ECs の VE-cadherin の推定 HRE 領域には HIF-3αが相互作用
していた (Fig.15B)。一方、驚くべきことに、HIF-3α KO ECs では抗 HIF-1α抗体
あるいは抗 HIF-2α抗体で免疫沈降した両 ChIP アッセイにおいて、PCR バンドが
検出された (Fig.15A)。また、この PCR バンドは通常酸素下および低酸素下で見
られた。この結果は、HIF-3α KO ECs の VE-cadherin 推定 HRE 領域には HIF-1α
と HIF-2αの両方が酸素濃度に関わらず相互作用していることを示している。低酸
素条件下において、HIF-3αの機能破壊により HIF-2αと HRE の相互作用が増加し
たという結果は、先の低酸素下における HIF-2αタンパクの発現上昇と一致してい
る (Fig.14A)。しかし、通常酸素下では HIF-1αと HIF-2αの発現はほとんど見られ
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なかったため (Fig.14A)、HIF-3α KO ECs の ChIP アッセイの結果において、通
常酸素下のサンプルにも PCR バンドが検出された理由は不明である。可能性とし
ては、このアッセイ系の感度の高さがアーキファクトを検出した、あるいは、
HIF-3α非存在下において、わずかに発現する HIF-1αと HIF-2αが VE-cadherin の
推定 HRE 領域に結合していることが挙げられる。以上の結果をまとめると、








伝子の HRE に作用し、転写を抑制することが報告されている (Hara et al. 2001; 
Yamashita et al. 2008)。従って次に、VE-cadherin のプロモーター活性に対する
HIF-3αの直接的な作用の有無を検討するために、ルシフェラーゼアッセイを行っ
た。HEK293T に pGL4.10 -2486 to +25 VE-cadherin、pEF-BOS HIF-1α、
pEF-BOS HIF-2αあるいは pEF-BOS HIF-3α発現ベクターをトランスフェクショ
ンし、VE-cadherin のプロモーター活性をルミノメーターで測定した。これまでの
報告通り、HIF-1αおよび HIF-2αはそれぞれ単独で VE-cadherin のプロモーター
活性を上昇させた (Fig.16)。一方、HIF-1αあるいは HIF-2αと同時に HIF-3αを遺
伝子導入すると、上昇したプロモーター活性はわずかに、しかし有意な差を持って
低下することが明らかになった (Fig.16)。WT ECs の VE-cadherin 遺伝子のプロ
モーター上に HIF-3αが相互作用しているという ChIP アッセイの結果と併せて考





3-2-3. Ets-1 の発現に対する HIF-3αの影響 
 HIF-3α KO ECsにおいてHIF-1αおよびHIF-2αのタンパク発現量が通常酸素下





誘導性の HRE 活性に対する HIF-3αの転写抑制効果はわずかであった (Fig.16)。
このことから、通常酸素下においても他の転写活性化因子が関与している、と予測
した。そして、その転写活性化因子は肺血管内皮細胞において酸素非依存的に発現
していることが推測される。その因子として、Ets 転写因子ファミリーの Ets-1 が
挙げられる。Ets-1 は血管新生関連遺伝子を制御する重要な転写因子として知られ
る (Iwasaka et al. 1996; Tanaka et al. 1998)。また、Ets-1 の DNA 結合サイトで
ある Ets binding site (EBS)の存在が、HIF-2α特異的な標的遺伝子の決定している
ことが示唆されている (Aprelikova et al. 2006)。HIF-3αによって抑制制御されて
いることが明らかとなった Flk1、Ang2、Tie2 および VE-cadherin はいずれも
HIF-2αと Ets-1 の両者によって転写が活性化される (Le et al. 2007; Simon et al. 
2008; Tian et al. 1997; Elvert et al. 2006)。以上の関連性から Ets-1 に着目し、そ
の mRNA およびタンパク発現解析を行った。興味深いことに、HIF-3α KO ECs
における Ets-1 の mRNA およびタンパクの発現は WT ECs と比較して有意に上昇
していた (Fig.17A)。さらに、Ets-1 の発現上昇は HIF-3αを遺伝子導入すると低下
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し、Flk1、Ang2、Tie2 および VE-cadherin と同様に Ets-1 は HIF-3αによって抑
制制御されていることが示された。次に、抗 Ets-1 抗体を用いて ChIP アッセイを
行い、VE-cadherin 遺伝子のプロモーター上における Ets-1 の相互作用の有無と
HIF-3αの機能破壊による影響を検討した。その結果、WT ECs において、EBS を
含む PCR バンドが検出され、Ets-1 は VE-cadherin のプロモーターにわずかに相
互作用することが分った (Fig.17B)。酸素濃度による PCR バンドの強弱は認めら
れなかった。しかし、HIF-3α KO ECs ではより顕著に PCR バンドが確認された
























ムの解明を試みた。低酸素下において、HIF-3α KO ECs の HIF-2αタンパク発現は
WT ECs と比較して有意に上昇していた (Fig.14A)ことから、HIF-3α KO ECs にお
いて Flk1、Ang2、Tie2、VE-cadherin の m RNA 発現が顕著に上昇していたメカニ
ズムとして、低酸素下については HIF-2αタンパクの発現増加が関与していることが
考えられる。さらに、HIF-3α KO ECs において HIF-2αの発現は mRNA レベルで上
昇していることが分った (Fig.14B)。HIF-2αのプロモーター領域には推定 HRE 領域
が存在することが報告されている。Sato らは、HIF-2αは低酸素下において活性化し、
標的遺伝子の転写を促進すると同時に自身の転写制御も活性化し、ポジティブフィー
ドバックループを形成していることを示唆している (Sato et al. 2001)。肺由来 ECs







WT ECs と HIF-3α KO ECs について HIF-2αのChIPアッセイを行った。その結果、
HIF-3α KO ECs における VE-cadherin 遺伝子の推定 HRE 領域への HIF-2αの相互
作用が上昇していた (Fig.15A)。このことから以下のようなメカニズムが考えられる。
すなわち、HIF-3αを機能欠損した HIF-3α KO ECs では HIF-3αによる HIF-2α 
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mRNA の転写抑制が外れる。その結果、低酸素下において発現上昇した HIF-2αは
VE-cadherin を始めとする Flk1 などの転写を活性化させたことが考えられる。本研
究では、HIF-3αによる HIF-2αの転写抑制制御について部分的にしか証明できていな
い。少なくとも HIF-3αが直接 HIF-2α遺伝子のプロモーター領域に相互作用するこ




性への DNA 結合サイトの変異導入、あるいは変異体 HIF-3αタンパクの影響を検討
することでより詳細なメカニズムの解明が期待できる。 
HIF-3α KO ECs において、HIF-2αタンパクは通常酸素下ではほとんど検出されな
かった。そのため、HIF-3α KO ECs における HIF-2α mRNA の上昇だけでは通常酸
素下においても血管新生関連遺伝子の発現が亢進したことを説明しえない。そこで
我々は Ets-1 に注目した。Ets-1 mRNA の低酸素誘導性は細胞特異的であるように思
われるが、HIF-2α同様、Ets-1遺伝子の上流にもHRE配列が存在する (Oikawa et al. 
2001)。これまでに血管内皮細胞を用いて Ets-1 の低酸素応答性を検討した報告はな
いが、本研究で用いた肺由来血管内皮細胞 (WT ECs)において Ets-1 は構成的に発現
しており、顕著な低酸素誘導性は見られなかった (Fig.17A)。しかし、HIF-3α KO ECs
ではさらに発現が増加しており (Fig.17A)、また、ChIP アッセイの結果より、HIF-3α 
KO ECs において、Ets-1 は通常酸素下で VE-cadherin 遺伝子のプロモーター領域に
結合することが明らかとなった (Fig.17B)。以上の結果は、Ets-1 が通常酸素下にお
ける HIF-3αの抑制制御機構を仲介する第二の転写因子である可能性を示唆している。
Ets-1 は Flk1、Tie2、Ang2、VE-cadherin の転写を単独で活性化でき (Dejana et al. 
2007 参照)、かつ酸素濃度非依存的に発現することを考えると、通常酸素下の HIF-3α 
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KO ECsにおいてはEts-1が血管新生関連遺伝子を活性化したという可能性が考えら
れる。しかし、現段階では Ets-1 が VE-cadherin 遺伝子のプロモーターに相互作用
することしか明らかにはなっていないため、前述の HIF-2αと同様、プロモーターア
ッセイを通じてその相互作用が実際に転写活性へ与える影響を検討する必要がある。
また、HIF-3αがどのように Ets-1 遺伝子の転写を抑制しているかも不明である。WT 
ECs における HIF-3αの ChIP アッセイでは、HIF-3αと Ets-1 の推定 HRE 領域に対
する相互作用は認められなかった (Fig.18B)。この結果から、少なくとも従来の競合
阻害機構の可能性は除外されると考えている。 
前述のように、本研究によって HIF-3αは Ets-1 と HIF-2αという強力な転写因子
を介して標的遺伝子の発現を抑制していることが示唆された。それだけではなく、
HIF-3αは直接 VE-cadherin 遺伝子のプロモーターに対し抑制作用を示すことが






HIF-1αと直接結合しその転写活性化機能を阻害する (Makino et al. 2001)。さらに
近年の報告で HIF-3αは HIF-αと競合するだけでなく IPAS と同様に HIF-1αおよび
HIF-2αに直接結合しうることが分った (Heikkilä et al. 2011)。この HIF-1αあるい
は HIF-2αと HIF-3αとの複合体は核移行することができず、標的遺伝子の転写が抑
制される (Heikkilä et al. 2011)。このような報告や本研究で明らかになった、他の転
写因子を介した HIF-3αの遺伝子発現制御機構から予想するに、HIF-3αの機能は多岐
に渡っており、今後も引き続き検討していく必要があると考える。 






ないと思われる。興味深いことに、本研究で用いた WT ECs は HIF-1αのみ強い低酸
素誘導性を示し、HIF-2αはほとんど低酸素誘導性を示さなかった (Fig.14A)。これ
らの結果から、HIF-2αの発現は HIF-3αによって極力抑制されており、WT ECs にお





1. HIF-3αは、VE-cadherin の転写活性を抑制する 
2. HIF-3αによる血管新生遺伝子抑制機構は、HIF-2αおよび Ets-1 の転写抑制を介
している可能性が示唆された 
3. HIF-3α非存在下では、HIF-3αによる抑制が解除され、HIF-2αと Ets-1 がそれ
ぞれ低酸素下および通常酸素下で活性化することが示唆された 
4. HIF-3αによる HIF-2α mRNA の抑制制御は、肺由来血管内皮細胞の低酸素応答
における HIF-1αの優位性を決定している 
  


























Figure 6. 成体マウス肺由来血管内皮細胞の単離および同定 
A) WTマウスおよびHIF-3α KOマウス由来血管内皮細胞の単離 
   フローサイトメトリーを用いて、WTマウス肺からCD31+CD45- (WT ECs)、HIF-3α KOマウス 
      肺からCD31+CD45-GFP+ (HIF-3α KO ECs)の分画を分取した。分取した画分を赤い四角で 
      示す。 
B) 内皮細胞の同定 
   Dil-Ac-LDLをWT ECsおよびHIF-3α KO ECsに添加し、LDLの取り込みを蛍光顕微鏡で観察 
   した。取り込まれたLDLは赤い蛍光を発する。両細胞共に、赤い蛍光を発し、LDLが取り込まれ 
    ていることを確認した。 
C) 内皮マーカーの発現解析 
      血管内皮マーカーであるCD31とVE-cadherin、平滑筋細胞マーカーであるα-SMAとCalponin 
   のmRNA発現を半定量的PCRによって検討した。WT ECsとHIF-3α KO ECsはα-SMAと 






Figure 7. 肺由来血管内皮細胞におけるHIF-3αバリアントの発現解析 
A) WT ECsにおけるHIF-3αおよびIPASのmRNA発現解析 
   WT ECsを通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2 4時間)で培養し、RNAを回収し半定量 
   的PCRを行った。WT ECsにおいて、HIF-3α mRNAは酸素濃度に関わらず発現している一方、 
   IPASは検出限界以下であった。矢印はIPASの予想バンドサイズを示している。PCRバンドの 
   密度をImage Jで計測し、得られた数値を平均値±標準偏差で表記した（図右）。 
B) ウェスタンブロッティングによるHIF-3αタンパクの検出 
    WT ECsを通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2 6時間)で培養し、抽出した核タンパク画 
      分を用いてHIF-3αのウェスタンブロッティングを行った。mRNAと同様、HIF-3αは酸素濃度に関 
      わらず一定量発現していた。 
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Figure 8. HIF-3α KO ECsの血管新生能の解析 
A) HIF-3α KO ECsの細胞増殖能の検討   
   WT ECsおよびHIF-3α KO ECsを通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (5 % O2)で培養し、24時ごと 
    に細胞をカウントした。同様の実験を3回行い、その平均値を標準偏差と共にプロットした。WT ECs 
   と比較して、 HIF-3α KO ECsの増殖は酸素濃度に関わらず遅いことが分った。 
B) HIF-3α KO ECsの管腔形成能の検討 
   細胞をマトリゲル上に播種し、通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2)で9時間静置した。マ 
   トリゲル上に形成されたチューブを撮影し、1視野当たりのチューブ数をカウントした。独立した3つ 
   のウェルから5視野をランダムに選び、値を平均化して標準偏差と共に表示した (*P < 0.05, ***P <  
      0.001)。白いバーと黒いバーはそれぞれ通常酸素下、低酸素下における値を示している。WT ECs 
   およびHIF-3α KO ECsの形成するチューブ数は低酸素によってわずかに増加した。HIF-3α KO  
   ECsの形成するチューブ数は、WT ECsのチューブ数と比較して有意に減少した。 
(Days) (Days) 
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Figure 8. HIF-3α KO ECsの血管新生能の解析 
C)  HIF-3α KO ECsの細胞遊走能の検討 
   コンフルエントになった細胞の単層に約1mm幅の傷を付け、その先端から遊走した細胞までの距 
   離を24時間後と48時間後に測定した（写真下矢印）。WT ECsと比較して、HIF-3α KO ECsの遊走 
   距離は有意に短くなった (**P < 0.01, ***P < 0.001)。 
Figure 9. HIF-3α遺伝子導入HIF-3α KO ECsの血管新生能の解析 
A) HIF-3α遺伝子導入HIF-3α KO ECs (KO+H3)におけるHIF-3αの発現 
   ウェスタンブロッティングにより、 HIF-3α KO ECsにおけるHIF-3αのタンパク発現を確認した。 
B) HIF-3α遺伝子導入HIF-3α KO ECsにおける細胞増殖能の検討 
   通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (5 % O2)における細胞数を24時間ごとにカウントした。mock細胞 
   と比較し、KO+H3はより速い増殖能を示した。また、WT ECsと同程度の増殖スピードを示した。 
C) HIF-3α遺伝子導入HIF-3α KO ECsにおける管腔形成能の検討 
   マトリゲル上に細胞を播種し、通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2)で9時間静置した後、形成 
   されたチューブ数をカウントした。KO+H3の形成するチューブ数は、mock細胞と比較して有意に増 
   加し、WT ECsと同程度であった。白いバーと黒いバーはそれぞれ通常酸素下、低酸素下における値 
      を示している (***P < 0.001)。 
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Figure 9. HIF-3α遺伝子導入HIF-3α KO ECsの血管新生能の解析 
D)  HIF-3α遺伝子導入HIF-3α KO ECsにおける細胞遊走能の検討 
   コンフルエントになった細胞の単層に約1mm幅の傷を付け、その先端から遊走した細胞までの距 
   離を24時間後に測定した（写真下矢印）。HIF-3αを遺伝子導入すると、細胞遊走距離が伸びること 
    が分った (***P < 0.001)。 
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Figure 10. HIF-3α標的遺伝子の探索 
A) 血管新生関連遺伝子のmRNA発現量の比較検討 
   WT ECs、HIF-3α KO ECs、HIF-3α KO ECs+mock (mock)およびHIF-3α KO ECs+H3 (H3)を 
   通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2 4時間)で培養し、RNAを回収してリアルタイムPCR 
   によって遺伝子発現量を検討した。独立した3回の実験から得られた値を平均値±標準偏差で 
   表記した。HIF-3α KO ECs においてFlk1、Ang2、Tie2およびVE-cadherinの発現が酸素濃度 
   に依らず顕著に亢進していた。白いバーと黒いバーはそれぞれ通常酸素下、低酸素下における値 
    を示している (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, n=3)。 
B) 血管新生関連因子のタンパク発現解析 
   各細胞から抽出した細胞質画分を用い、抗Flk1抗体、抗Ang2抗体、抗Tie2抗体、抗VE-cadherin 
   抗体でウェスタンブロッティングを行った。mRNAの発現と同様、Flk1、Ang2、Tie2、VE-cadherinは 
    HIF-3α KO ECsにおいて発現が上昇していた。    
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Figure 11. シグナル伝達分子Erk1/2およびAktのリン酸化レベルの検出 
A) リン酸化Erk1/2およびリン酸化Aktの検出 
   リン酸化Erk1/2およびリン酸化Aktレベルはウェスタンブロッティング法によって検出した。 
    HIF-3α KO ECsおよびmock細胞において、リン酸化Aktレベルが顕著に低下していた。一方、 
       Erk1/2のリン酸化レベルに影響は見られなかった。  
B) 肺由来血管内皮細胞の管腔形成に対する各シグナル阻害剤の影響 
   WT ECsをマトリゲル上に播種し、シグナル伝達阻害剤と共に9時間静置した。用いた阻害剤を以下 
   に示す。LY; PI3-kinase inhibitor LY294002 (20 µM)、Tie2 inhibitor; Tie2 kinase inhibitor  
   (250 nM)、 SU; VEGFR2 kinase inhibitor SU5416 (20 µM)およびPD; Erk inhibitor PD98059  
      (20 µM)。PI3Kinase阻害剤とリン酸化Flk1の阻害剤を添加した群において、有意にチューブ数が低 
   下した (***P < 0.001, n=3)。 
-70- 
Figure 12. HIF-3α KO ECsの血管新生能に対するVE-cadherin阻害の影響 
A) 細胞増殖に対するVE-cadherin中和抗体の影響 
   HIF-3α KO ECsを2 X 104/dishに播種し、コントロールとしてマウスIgG (50 ng/ml)、あるいはVE- 
   cadherin中和抗体であるBV9 (50 ng/ml)で処理した。処理3日後、5日後、7日後における細胞数を 
   カウントした。この間、培地交換は3日に一回行った。7日目において、VE-cadherin中和抗体処理 
      群の細胞数はコントロール群と比較して有意に減少した。    
B)   管腔形成に対するVE-cadherin中和抗体の影響 
   マトリゲル上に細胞を播種し、マウスIgG (50 ng/ml)、あるいはVE-cadherin中和抗体(50 ng/ml) と 
       共に静置した。9時間後、形成されたチューブ数をカウントした結果、VE-cadherin中和抗体添加群に 
     おけるチューブ数はコントロール群と比較して、減少していた。 
C) 細胞遊走に対するVE-cadherin中和抗体の影響 
   HIF-3α KO ECsをコンフルエントになるまで培養し、約1mm幅の傷を作成した。マウスIgG(50ng/ml) 
       あるいはVE-cadherin中和抗体(50 ng/ml) を添加し、24時間後、傷の先端から細胞遊走した距離を 
    測定した。  
       全ての実験は3回行われ、得られた数値を平均値±標準偏差で示した(*P < 0.05,***P < 0.001,n=3)。  
D) Aktのリン酸化に対するVE-cadherin中和抗体の影響 
   サブコンフルエントになったHIF-3α KO ECsにマウスIgG (50 ng/ml)、あるいはVE-cadherin中和抗体 
      (50 ng/ml)を添加した。9時間後に細胞を回収し、リン酸化Erk1/2およびリン酸化Aktレベルはウェスタ 
   ンブロッティング法によって検出した。HIF-3α KO ECsにおいて、VE-cadherin中和抗体はAktのリン 
    酸化レベルを有意に上昇させた (*P < 0.05, n=4)。 
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 Scale bar=200µm. 
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Figure 14. HIF-3α KOによるHIF-αの発現への影響 
A) HIF-1αおよびHIF-2αのタンパク発現解析 
   WT ECs、HIF-3α KO ECs、HIF-3α KO ECs+mock (mock)およびHIF-3α KO ECs+H3 (H3)を 
   通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2 6時間)で培養し、抽出した核画分を用いてウェスタンブ 
   ロッティングを行った。独立した3回の実験から得られた値を平均値±標準偏差で表記した。白い 
    バーが通常酸素下、黒いバーが低酸素下のデータを表している。全ての細胞において、HIF-1α 
   は低酸素誘導的に発現が上昇した。一方HIF-2αは、HIF-3α KO ECsで顕著な発現誘導が見られ 
   た (*P < 0.05,**P < 0.01, n=3) 。 
B) HIF-1αおよびHIF-2αのmRNAの発現解析 
      HIF-1αおよびHIF-2αのmRNA発現量を定量的リアルタイムPCRによって解析した。HIF-2α mRNA 
   発現量は、HIF-3α KO ECsにおいて顕著に亢進しておりHIF-3αを遺伝子導入することによって低下 
   した。独立した3回の実験から得られた値を平均値±標準偏差で表記した。白いバーが通常酸素下、 
      黒いバーが低酸素下のデータを表している (***P < 0.001, n=3)。 
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Figure 15. VE-cadherinプロモーターにおけるHIF-αの相互作用解析 
A) VE-cadherinプロモーター領域におけるHIF-1αおよびHIF-2αの結合 
   WT ECsおよびHIF-3α KO ECsを通常酸素下 (20 % O2)と低酸素下 (1 % O2 6時間)で培養し、 
    固定処理の後クロマチンサンプルを得た。HIF-1α（図左）およびHIF-2α（図右）抗体を用いてクロマ 
   チン免疫沈降を行い、VE-cadherinの推定HRE領域を半定量的PCRによって増幅した。コント 
   ロールとしてInputを用いた。WT ECsのVE-cadherin推定HRE領域において、酸素濃度に関わら 
   ずHIF-2αとの相互作用が検出された。一方、HIF-3α KO ECsにおいて、HIF-1αおよびHIF-2αが 
   相互作用していることが分った。 
B)  VE-cadherinプロモーター領域におけるHIF-3αの結合 
   WT ECsのVE-cadherin推定HRE領域には通常酸素下および低酸素下の両条件でHIF-3αと相 
    互作用していることが分った。 




Figure 16. VE-cadherinプロモーターに対するHIF-3αの影響 





ついて、平均値±標準偏差の値を算出し表示した (***P < 0.001, n=3)。  
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Figure 17. 血管新生関連転写因子Ets-1に対するHIF-3α KOの影響 
A) Ets-1のmRNA発現量（左図）およびタンパクの発現（右図）を定量的リアルタイムPCRおよびウェス 
   タンブロッティング法により検討した。Ets-1の発現はmRNA、タンパク共にHIF-3α KO ECsにおい 
    て顕著に亢進していた (*P < 0.05, **P < 0.01, n=3)。 
B) 抗Ets-1抗体を用いたChIPアッセイ 




Figure 18. HIF-2αとEts-1プロモーターに対するHIF-3αの相互作用の検討 
抗HIF-3α抗体を用いたChIPアッセイ 
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